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Introducción histórica al trasplante 
El trasplante de órganos constituye en la actualidad la opción terapéutica de elección 
para muchos pacientes con enfermedades terminales y es uno de los grandes logros de la 
medicina del siglo XX. Su éxito reside en la combinación de grandes avances en 
técnicas quirúrgicas, en el descubrimiento de avanzados fármacos inmunosupresores 
que hacen posible que el receptor tolere el órgano trasplantado y en una minuciosa 
coordinación médica entre diferentes equipos y hospitales. 
Uno de los hitos más importantes que permitió que se desarrollaran las técnicas 
quirúrgicas necesarias en el trasplante fue el desarrollo y perfeccionamiento de las 
técnicas de suturas vasculares (Figura 1). Ocurrió a principios del siglo XX de la mano 
de, entre otros, Alexis Carrel, lo que le valió el premio Nobel de Medicina en 1912 1. 
Este nuevo método de sutura vascular sigue siendo utilizado en nuestra época, con muy 
pocas variaciones. 
 
Figura 1. Esquema de sutura vascular desarrollada por Carrel, Nobel de Medicina en 1912. 
Fuente Société Nationale de Médecine de Lyon. 
 
Otro de los grandes hitos en la historia del trasplante ha sido el desarrollo de fármacos 
inmunosupresores, que veremos con más detalle en el apartado “El tratamiento 
inmunosupresor”, así como el descubrimiento de los antígenos leucocitarios humanos 
(HLA, del inglés Human Lukocyte Antigen), meritorio del Nobel de Medicina en 1980 a 
Benacerraf, Dausset y Snell 2. El sistema HLA está constituido por un conjunto de 
proteínas polimórficas de membrana de autorreconocimiento que presentan gran 
variedad de unas personas a otras debido a la gran cantidad de alelos existentes, que 
explicaremos con más detenimiento en el apartado “El sistema HLA”. 
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El trasplante comienza su camino en España durante la década de los sesenta, cuando un 
equipo médico del Hospital Clínico de Barcelona y otro de la Fundación Jiménez Díaz 
de Madrid se lanzan a hacer estas intervenciones con aloinjertos renales, abriendo un 
nuevo camino para numerosos pacientes cuya única opción era la diálisis. En concreto, 
el primer trasplante renal se llevó a cabo en Barcelona en abril de 1965 y en ese mismo 
año se realizó el primero en Madrid. Esta década constituyó un periodo de 
consolidación con una mejora notable en la práctica hospitalaria respecto a métodos de 
mantenimiento de la actividad cardiopulmonar, estableciéndose el concepto de muerte 
cerebral y disminuyendo la pérdida de posibles donantes. El número de trasplantes 
desde entonces ha ido aumentando de manera extraordinaria. Hasta octubre de 2004, 
fecha del 25 aniversario de la Ley de Trasplantes, en España se habían realizado más de 
35000 trasplantes renales, más de 11000 hepáticos y más de 27000 de progenitores 
hematopoyéticos, según datos de la Organización Nacional de Trasplantes (ONT). 
Como ejemplo, en el año 2013, se realizaron un total de 2552 trasplantes renales y 1093 
hepáticos, según los últimos datos disponibles en la página web de la ONT. De todos 
ellos, 412 trasplantes renales y 195 hepáticos se llevaron a cabo en Andalucía, siendo en 
el Hospital Universitario Virgen del Rocío 95 y 74, respectivamente. Si miramos atrás, 
desde 1989 hasta 2013, en Andalucía se han realizado 7532 trasplantes renales y 3193 
hepáticos. 
La ONT es el organismo coordinador perteneciente al Ministerio de Sanidad (ahora de 
Sanidad, Consumo y Bienestar Social) y se organiza a nivel de coordinación nacional, 
autonómica y hospitalaria. La regulación legal que prosiguió se promulgó en la Ley 
30/1979 de 27 de octubre, sobre extracción y trasplante de órganos. Posteriormente, se 
redactó el Real Decreto (RD) 1825/2009 por el que se aprueba el estatuto de la ONT. 
Los puntos fundamentales que podemos destacar de esta legislación son: el 
establecimiento de una muerte encefálica (ME) como equivalente científico legal de 
muerte, el respeto a la voluntad del fallecido respecto a donar o no sus órganos, la 
necesidad de que el diagnóstico de ME se haga por un equipo médico independiente al 
del trasplante, el carácter altruista de la donación, la garantía del anonimato del donante 
y, finalmente, la aplicación de criterios médicos para la distribución de los órganos 
disponibles entre los enfermos a espera de los mismos. Desde el 1 de septiembre de 
1990, todas las donaciones de órganos registradas en España se coordinan desde la 
oficina central de la ONT en Madrid.  
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El éxito de estas intervenciones en pacientes con patologías terminales se ve reflejado 
en los datos de supervivencia, que en el caso de los pacientes trasplantados de riñón al 
año del trasplante es del 91% y de los pacientes trasplantados de hígado al año es del 
80,7%, según datos de la ONT (según los datos disponibles más recientes del 2016).  
 
La respuesta inmunitaria al aloinjerto 
El sistema inmunitario tiene la finalidad de defender al organismo frente a la agresión 
de parásitos, bacterias y virus y, en el contexto del alotrasplante, el reconocimiento 
viene determinado por los antígenos no propios que son reconocidos en el tejido 
injertado. El rechazo del injerto se basa en una respuesta inmunológica del receptor que 
implica el reconocimiento de antígenos extraños en el órgano trasplantado.  
El rechazo es una respuesta inmunitaria adaptativa que cumple todas sus características, 
es decir, es específica, ya que permite discriminar y responder de manera precisa ante 
cualquier molécula extraña; es diversa, ya que permite al sistema inmune responder a 
una amplísima variedad de moléculas extrañas; tiene especialización, porque genera 
respuestas adecuadas frente a diferentes estímulos; tiene memoria, dando lugar a 
respuestas más enérgicas cuando se enfrenta de nuevo con un mismo agente; es 
autolimitada, porque permite que el sistema inmune recupere su estado basal una vez 
que la respuesta ya haya conseguido su objetivo; y no es autorreactiva, ya que 
discrimina lo propio de lo extraño, mostrando tolerancia frente a lo propio y 
reaccionando frente a lo extraño.  
Así, el rechazo implica el reconocimiento de antígenos extraños en los tejidos por parte 
de los linfocitos y anticuerpos del paciente receptor, con el consecuente daño al injerto. 
A la respuesta inmune que conduce al rechazo contribuyen tanto factores del donante 
como del receptor. El factor más importante en el donante es la expresión de antígenos 
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Mayor Histocompatibility 
Complex; o HLA en humanos, del inglés Human Lukocyte Antigen) en los tejidos y la 
presencia de células presentadoras de antígenos (APC, del inglés antigen presenting 
cell) en el injerto trasplantado. En el receptor, destaca la sensibilización previa contra 
antígenos AB0 y HLA expresados en el injerto. 
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El sistema HLA 
El sistema HLA forma parte del complejo de presentación de antígenos a la célula T. El 
polimorfismo de estas moléculas constituye un sofisticado sistema de defensa. Las 
moléculas del sistema HLA son de dos tipos: las de clase I y las de clase II.  
Las moléculas de HLA de clase I están codificadas por los locus HLA-A, HLA-B y 
HLA-C. Éstas constan de dos cadenas polipeptídicas unidas de forma no covalente, 
siendo una cadena pesada o cadena α (α1, α2 y a α3) y una ligera denominada β2-
microglobulina. Los dominios α3 y β2-microglobulina tienen similar plegamiento al de 
las inmunoglobulinas (Ig) y los dominios α1 y α2 se pliegan para formar una hendidura, 
que es el sitio de unión del péptido. Las moléculas HLA de clase I presentan péptidos de 
antígenos intracelulares a linfocitos T CD8+ citotóxicos y están presentes en todas las 
células del organismo excepto en los hematíes.  
Las moléculas de HLA de clase II son HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, codificadas por 
los locus DRB1, DPB1 y DQB1. Están compuestas por dos cadenas pesadas unidas de 
forma no covalente, siendo una cadena α y una cadena β. Los dominios α2 y β2 
pertenecen a la familia de las Ig y los dominios α1 y β1 se pliegan para formar la 
hendidura donde se inserta el péptido. Así pues, la hendidura está formada por dominios 
de cadenas distintas. Su función es la de presentar péptidos procedentes del 
fraccionamiento de proteínas exógenas a linfocitos T CD4+ y se expresan sólo en 
algunas APCs como son: linfocitos B, macrófagos, células dendríticas, algunos 
endotelios, etc.  
El linfocito T reconoce el complejo formado por el péptido y la molécula de HLA a 
través de su receptor de linfocito T (TCR, del inglés T-Cell Receptor) (Figura 2). 
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Figura 2. Representación de la estructura de reconocimiento entre un linfocito T, en la parte 
superior, con su TCR y moléculas CD4 o CD8; y la molécula HLA de clase I y II, en la parte 
inferior. 
 
Los genes del sistema HLA se encuentran en una región localizada en el brazo corto del 
cromosoma 6, que abarca un segmento bastante extenso, unas 4 Mb (Figura 3). El 
sistema HLA se caracteriza por ser poligénico y polimórfico. Es poligénico ya que sus 
proteínas se expresan codominantemente y es polimórfico porque cada locus es ocupado 
por decenas de alelos diferentes que dan lugar a proteínas antigénicamente distintas, 
siendo además el sistema génico más polimórfico del genoma. De algunos genes HLA 
se conocen más de 2000 alelos y algunos codifican más de 1500 proteínas distintas. 
Estos alelos se heredan de padres a hijos en bloque ya que presentan gran desequilibrio 
de ligamiento. El bloque de alelos heredado de cada uno de los progenitores se 
denomina haplotipo, lo que origina que cada individuo posea dos alelos, uno del padre y 
otro de la madre, para cada uno de los locus.  
 
 
 20 
 
Figura 3. Representación gráfica del cromosoma 6 humano, donde se encuentra la región 
codificante del sistema HLA y la distribución de sus genes. Adaptado de Expert Reviews in 
Molecular Medicine 2003. 
 
Las proteínas del sistema HLA son fácilmente reconocibles como extrañas por el 
sistema inmune de otro individuo debido a su elevado polimorfismo y desencadenan 
una respuesta de rechazo por su expresión en membrana y por su función de molécula 
presentadora.  
El avance en los últimos años en las técnicas de tipaje HLA ha permitido mejorar la 
caracterización de los pacientes previa al trasplante. La existencia de ensayos de alta 
resolución, que son específicos y sensibles, permite conocer con fiabilidad el repertorio 
HLA del paciente receptor y del donante.  
 
Sistemas menores de histocompatibilidad y GSTT1 
Además del mencionado sistema HLA, existen otros sistemas denominados menores 
que hacen que la histocompatibilidad perfecta entre donantes no exista, salvo en 
hermanos gemelos univitelinos.  
Los sistemas menores de histocompatibilidad son consecuencia de la existencia de 
polimorfismos presentes en el genoma. Los polimorfismos de un único nucleótido o 
SNP, de sus siglas en inglés single nucleotide polymorphism, hacen que un cambio 
simple en la secuencia dé lugar a distintos alelos para un mismo gen. La frecuencia de 
estos cambios de un solo nucleótido en la población tiene que ser al menos del 1%. 
También pueden ser inserciones o deleciones de una sola base en mitad de una 
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secuencia. Los SNPs son responsables de la mayor parte de la variabilidad genética 
existente entre individuos. Además, otro tipo de polimorfismo viene determinado por la 
deleción completa de la secuencia codificante para alguna proteína, lo que se denomina 
alelo nulo. Estos alelos nulos están presentes en la población sin afectar en ningún 
sentido a la supervivencia del individuo.  
En el contexto del trasplante y de la compatibilidad entre donante y receptor, los 
productos génicos fruto de estos polimorfismos pueden actuar como dianas de 
reconocimiento del sistema inmune si se expresan en órganos como el hígado o el riñón. 
Un claro ejemplo es la expresión de la enzima glutatión S-transferasa T1 (GSTT1). 
La GSTT1 es una proteína citosólica de 29 kDa de peso molecular altamente expresada 
en hígado (Figura 4) y en menor medida en otros órganos y tejidos como riñón, 
eritrocitos, paratiroides o próstata. Esta proteína está codificada por un solo gen, 
pertenece a una familia de enzimas relacionadas con la detoxificación de fármacos y 
tiene funciones relacionadas con la eliminación de metabolitos de especies reactivas de 
oxígeno 3. En la población general caucásica, existe un 20% que presenta en 
homocigosis el alelo nulo del gen que codifica esta enzima 4. Dado que existen enzimas 
con funciones similares, ésto no supone una desventaja evolutiva, salvo en la situación 
particular en la que un paciente con genotipo nulo para la GSTT1 reciba un órgano 
trasplantado de un donante positivo para esta misma proteína. En este contexto, el 
paciente receptor reconoce a la proteína expresada en el injerto recibido como extraña y 
es capaz de desencadenar una respuesta inmune de rechazo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Expresión de GSTT1 en tejido 
hepático, en concreto un conducto biliar. 
 
Se ha descrito una respuesta T en la que se identifican linfocitos T que reconocen 
específicamente al antígeno GSTT1 expresado en el hígado trasplantado 5, así como una 
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asociación entre la presencia de anticuerpos específicos anti-GSTT1 y el rechazo 
mediado por anticuerpos (AMR) en el trasplante de órganos sólidos, tanto en trasplante 
renal 6–8 como en hepatitis inmune de novo (HIdn) tras un trasplante hepático 9,10. 
También se ha descrito la producción de anticuerpos anti-GSTT1 en pacientes no 
trasplantados, con genotipo nulo, tras recibir transfusiones de personas con genotipo 
positivo o en mujeres con embarazos de fetos positivos 11. 
Esta situación de incompatibilidad en GSTT1 aumenta de forma significativa la 
posibilidad de que se desarrolle la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) en el 
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) 12. La detección de anticuerpos anti-
GSTT1 está fuertemente asociada a EICH hepática y especialmente a la forma aguda 13. 
En el contexto del TPH, hemos descrito por primera vez en uno de los trabajos que 
componen esta tesis doctoral, el daño inmunológico causado al hígado en el caso de una 
paciente, tras recibir infusión de células de su hermana, idéntica para HLA pero 
incompatible para GSTT1. La donante había experimentado sensibilización previa 
frente a la GSTT1 tras varios embarazos 14. 
 
Donación y selección de un órgano para el trasplante 
Según la ONT, más del 90% de los órganos que se trasplantan en España proceden de 
donantes fallecidos en situación de muerte encefálica (ME). Ésta se define como el cese 
irreversible de las funciones de las estructuras neurológicas intracraneales, se 
comprueba con la ausencia de toda función del sistema nervioso central (SNC) y se 
justifica por la existencia de un daño estructural irreversible. La ME se puede producir 
tras un grave daño del SNC, secundario a un traumatismo craneoencefálico, a una 
hemorragia o infarto cerebral 15. Estos criterios, así como las pruebas clínicas y 
exploratorias necesarias, están recogidos en la citada Ley 30/1979 en materia de 
donación, trasplantes de órganos y tejidos y su correspondiente RD.  
Una vez establecido el criterio de ME, es fundamental valorar la idoneidad de los 
órganos y tejidos para su posible donación, así como una revisión de la historia clínica 
del paciente fallecido respecto a edad, antecedentes de neoplasias malignas, de 
enfermedades infecciosas, de enfermedades sistémicas, situación general y hábitos 
personales. Además, se realiza una exploración clínica completa del posible donante y 
una evaluación durante el proceso de extracción del órgano. En algunos centros, se 
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realiza una biopsia pre-trasplante del órgano que se va a trasplantar para valorar algunos 
aspectos histológicos de tejido que se va a injertar. Algunas lesiones preexistentes en 
riñones a trasplantar se asocian con la presencia de una peor función renal, con el 
desarrollo de lesiones crónicas, con una peor supervivencia del injerto 16, etc. 
La realidad actual en la donación de órganos obliga a la optimización del proceso de 
evaluación del donante, donde intervienen distintas especialidades con profesionales 
con una formación específica en este campo. En el caso del trasplante renal, se ha 
establecido una modalidad denominada “criterios expandidos”, en los que los criterios 
de aceptación del donante de riñón son algo más laxos en algunas características como 
la edad, siendo aceptados donantes mayores de 60 años o mayores de 50 años y 
fallecimiento por accidente cerebrovascular, historia de hipertensión arterial o creatinina 
sérica mayor de 1,5 mg/dl en el momento de la extracción. Otro ejemplo es la 
denominada “donación en asistolia” y en la que se diferencian donación en asistolia “no 
controlada”, siendo el caso de fallecidos fuera del hospital por muerte súbita o pacientes 
que han sufrido una resucitación infructuosa tras una parada cardiaca, y donación en 
asistolia “controlada”, incluyendo pacientes a los que se aplica limitación del 
tratamiento de soporte vital tras acuerdo entre el equipo sanitario y familiares o 
representantes del paciente y pacientes que sufren una parada cardiaca mientras se 
establece el diagnóstico de ME.  
En el contexto del TPH, actualmente la opción mayoritaria es el trasplante de donante 
emparentado aunque, debido al menor número de hijos en las familias, están 
aumentando las cifras de donantes no emparentados.  
La realidad es que, desafortunadamente, existe una escasez de órganos y de donantes 
disponibles respecto al número de pacientes actualmente en lista de espera para 
trasplante. La reducción de la mortalidad por tráfico y por enfermedades 
cerebrovasculares, unido a los avances en la atención del paciente crítico, está 
determinando un descenso progresivo en la potencial donación en nuestro país.  
El trasplante habitualmente se realiza entre donante y receptor genéticamente diferentes, 
siendo la incompatibilidad más frecuente y mejor conocida la asociada a antígenos 
HLA. Las moléculas HLA son las responsables de la mayoría de las reacciones de 
rechazo del aloinjerto, pero también hay otras muchas moléculas responsables, que 
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conforman los sistemas menores de histocompatibilidad anteriormente mencionados, 
entre las que destacamos la GSTT1. 
 
Mecanismos iniciales del rechazo en el trasplante 
El rechazo del injerto es una reacción inmunológica del receptor contra la presencia de 
tejido trasplantado al reconocerlo como no propio y constituye el principal problema en 
el fracaso del trasplante. En los casos de trasplante de órganos sólidos, durante el 
proceso quirúrgico se genera daño tisular, así como en la situación de ME. Se producen 
lesiones asociadas a la isquemia-reperfusión y se liberan citoquinas o quimiocinas, que 
activan las células endoteliales de la microvasculatura adyacente, aumentando la 
expresión de moléculas de adhesión en su superficie. Asimismo, se produce la 
activación del complemento. Los leucocitos circulantes, activados por la acción de 
citoquinas, ruedan sobre el endotelio activado mediados por las selectinas y se adhieren 
firmemente a la superficie de la membrana endotelial mediados por integrinas. Estos 
pasos son necesarios para la diapédesis y la extravasación de los leucocitos efectores en 
el tejido inflamado. Los leucocitos infiltrados se activan e incrementan la producción 
local de mediadores inflamatorios. Estos linfocitos T CD4+ y CD8+ reconocen mediante 
su TCR a los péptidos extraños cargados en moléculas HLA en la superficie de las APC 
alogénicas (Figura 5A). Los macrófagos infiltrados fagocitan el tejido necrótico y 
apoptótico alogénico, procesándolo y exponiendo algunos de sus péptidos en la 
superficie de moléculas HLA de clase II, en lo que sería una presentación indirecta de 
los epítopos reconocidos como extraños a linfocitos T CD4+ (Figura 5B). En una vía 
semidirecta, las células dendríticas autólogas, mediante contacto directo con las APC  
alogénicas, adquieren de éstas moléculas HLA intactas, originando una célula quimérica 
en HLA que también activa a linfocitos T que reconocen estos antígenos extraños 
(Figura 5C) 17.   
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Figura 5. Presentación y reconocimiento de antígenos del donante por parte de células del 
receptor. Presentación directa de las APC alogénicas con sus HLA en superficie a los linfocitos 
T con sus TCR (A). Presentación indirecta de los péptidos alogénicos en las moléculas HLA de 
APCs autólogas a los linfocitos T con sus TCR (B). Reconocimiento semi-directo en donde 
células dendríticas autólogas adquieren moléculas HLA alogénicas por contacto directo con otra 
célula dendrítica alogénica. Adaptado de Immunologic basis of graft rejection and tolerance 
following transplantation of liver or other solid organs, Gastroenterology, 2011. 
 
En el caso del TPH, el rechazo del injerto puede producirse cuando las células del 
sistema inmune del paciente receptor no han sido eliminadas completamente tras el 
tratamiento de acondicionamiento previo al trasplante y se desencadena una respuesta 
frente a las células infundidas.  
Las APCs proporcionan 3 tipos de señales al linfocito T: activación, supervivencia y 
diferenciación (Figura 6). Esta comunicación constituye una verdadera sinapsis 
inmunológica que activa toda una cascada de transducción de señales en el linfocito T. 
La diferenciación final del linfocito T depende de la tercera señal, a grandes rasgos será: 
linfocito T CD8+ citotóxico, linfocito T CD4+ colaborador y linfocito T regulador. Los 
linfocitos T se activan, proliferan y producen células T maduras alorreactivas, que 
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finalmente son reclutadas en el órgano diana para desencadenar el proceso de rechazo 
del injerto. 
 
 
Figura 6. Representación de las tres señales que proporcionan las APCs a los linfocitos T. 
Adaptado de Janeway´s immunobiology, 7th edition, Garland Science. 
 
Además, las moléculas HLA del donante, así como otros antígenos menores de 
histocompatibilidad, también pueden ser reconocidos directamente sobre la membrana 
de las APCs del donante, sin necesidad de procesar el antígeno. Se puede decir que los 
linfocitos T del receptor reconocen a una molécula HLA extraña como una molécula 
HLA propia presentando un péptido extraño, desencadenando su activación. 
Se da la circunstancia de que el reconocimiento de los antígenos mayores y menores de 
histocompatibilidad en el TPH, puede generar una respuesta del sistema inmune en 
otros tejidos del huésped, como es el caso del tejido hepático, que trataremos más 
adelante.  
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Tipos de rechazo 
Si empleamos el criterio cronológico tras el momento del trasplante para clasificar los 
tipos de rechazo, generalmente se diferencian rechazo hiperagudo, agudo y crónico, 
desde la perspectiva más clásica basada en su periodo de aparición inmediato, temprano 
y tardío, respectivamente (Figura 7).  
 
 
Figura 7. Esquema temporal donde se aprecian los rechazos más frecuentes según el tiempo 
post-trasplante transcurrido. 
 
- Rechazo hiperagudo: es un rechazo que ocurre en cuestión de minutos y horas 
tras el trasplante del órgano. Es un rechazo en el que median anticuerpos 
preformados contra antígenos presentes en el órgano donado. Histológicamente 
muestra depósitos de plaquetas y fibrina, activación de la cascada del 
complemento, ya que los anticuerpos se fijan principalmente a la pared de los 
capilares, daño endotelial, inflamación, etc. Si se produce este tipo de rechazo, el 
injerto se puede perder inmediatamente. Debido a la selección de donantes y a la 
capacidad de detección de anticuerpos específicos en el receptor, esta situación 
es prácticamente inexistente en la práctica clínica actual.  
 
Figura 8. Esquema de acontecimientos que ocurren en el rechazo hiperagudo. Adaptado 
de Cellular and molecular immunology, Abbas and Lichtman, 2005, Elsevier. 
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- Rechazo agudo: suele ocurrir entre 3 y 6 meses tras el trasplante, o tras un 
cambio en la inmunosupresión del paciente, debido generalmente a un 
inadecuado régimen inmunosupresor o, más frecuentemente, a consecuencia de 
una mala adherencia al tratamiento por parte del paciente trasplantado. 
Dependiendo de si intervienen mayoritariamente linfocitos T o anticuerpos 
producidos por linfocitos B, podemos clasificar el rechazo agudo en celular o 
humoral, respectivamente. El primero se produce como consecuencia del 
reconocimiento por parte de los linfocitos T de antígenos de histocompatibilidad 
en el donante, lo que activaría la respuesta inmune y el consecuente daño al 
injerto. El segundo se produce como consecuencia del reconocimiento por parte 
de anticuerpos, bien preformados o bien desarrollados de novo post-trasplante, 
de antígenos en el tejido injertado, lo que activaría la cascada inflamatoria, 
mediada o no por complemento, responsable de la disfunción del injerto.  
Es posible que el daño del injerto y la consecuente disfunción no sean 
clínicamente evidentes hasta pasado un tiempo, pero sí lo sea la presencia de un 
patrón histológico de rechazo agudo. En ese caso hablamos de rechazo agudo 
subclínico. Su incidencia es variable entre centros pero puede llegar a ser 
notable, hasta un 30% en los pacientes trasplantados de riñón. Algunos centros 
trasplantadores, como el Hospital Vall d´Hebron en Barcelona, han establecido 
un protocolo de seguimiento mediante la realización de biopsias de protocolo 
entorno al mes 6 post-trasplante, aunque no existe un consenso suficiente como 
para adoptar este protocolo de seguimiento en las unidades de trasplante renal 18–
20. 
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Figura 9. Esquema de acontecimientos que ocurren en el rechazo agudo. Adaptado de 
Cellular and molecular immunology, Abbas and Lichtman, 2005, Elsevier. 
 
- Rechazo crónico: clásicamente se ha hablado de que este tipo de rechazo se 
iniciaba al menos a partir del tercer mes post-trasplante, pero hoy en día se 
conoce que los mecanismos causantes se ponen en marcha desde el momento del 
implante, por lo que puede darse en cualquier momento de la evolución del 
trasplante. Está relacionado con la aparición de fibrosis y alteraciones 
vasculares, así como con mecanismos inmunológicos. Frecuentemente acaba 
con la pérdida de la función del injerto y actualmente es la principal causa de 
pérdida del aloinjerto. 
 
Figura 10. Esquema de acontecimientos que ocurren en el rechazo crónico. Adaptado 
de Cellular and molecular immunology, Abbas and Lichtman, 2005, Elsevier. 
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Por otro lado, el avance en el estudio de la patogenia del rechazo y la incorporación de 
nuevos parámetros de estudio han hecho posible establecer una clasificación diagnóstica 
más precisa y rigurosa, donde se reconocen respuestas mediadas por anticuerpos y 
respuestas mediadas por células T.  
- En el AMR o rechazo humoral, los linfocitos B alorreactivos se transforman en 
células plasmáticas productoras de anticuerpos específicos frente a antígenos del 
donante o DSA, del inglés donor-specific antibodies. Mediante la interacción 
con linfocitos T CD4+ previamente activados, los linfocitos B experimentan una 
expansión clonal y se diferencian a las células plasmáticas y células memoria.  
Durante el rechazo humoral, los anticuerpos aloespecíficos anclados al tejido 
endotelial, activan la vía clásica del complemento y se produce la muerte directa 
de las células endoteliales, dejando depósitos del compuesto C4d de la ruta del 
complemento. Debido a que este depósito permanece en el tejido, ya que 
establece enlaces covalentes con componentes de células endoteliales y con el 
colágeno de las membranas basales, se ha convertido en un marcador tisular 
muy relevante en el apoyo al diagnóstico de este tipo de rechazo 21–23.  
Sin embargo, durante años se han ido acumulando observaciones de RMA sin la 
presencia de depósitos de C4d, que llevaron a importantes publicaciones 
científicas en las que se asigna el papel fundamental a las células NK y también 
a los macrófagos. Estos linfocitos NK de la inmunidad innata reconocen a la 
fracción constante de los anticuerpos anclados al tejido reconocido como extraño 
y desencadenan una respuesta de ataque con perforinas y granzimas a la célula 
marcada 24–31. Este fenómeno se conoce como citotoxicidad dependiente de 
anticuerpos y llevó a que la presencia de C4d ya no sea un criterio indispensable, 
aunque parte de los mecanismos moleculares que subyacen continúan aún 
desconocidos.  
- El rechazo celular o mediado por linfocitos T (TCMR) implica una respuesta 
específica en la que aquellos linfocitos T que se han seleccionado para su 
multiplicación clonal en el timo y tras la interacción con APCs del donante, 
maduran y se convierten en células efectoras, que atacan específicamente el 
aloinjerto.  
Las lesiones histológicas que provocan una y otra respuesta presentan características 
diferentes que los patólogos emplean para determinar el diagnóstico. A pesar de ello, 
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debemos tener en cuenta que el sistema inmune no se basa en un “todo o nada”, no es 
una respuesta que se enciende o apaga como si fuera un interruptor, sino que se trata de 
una respuesta integrada donde realmente existe un solapamiento de respuestas de 
diferentes naturalezas e intensidades, en las que puede predominar un componente u 
otro, o en la que incluso ambos componentes pueden estar actuando al mismo tiempo en 
lo que denominamos rechazo mixto, como se representa en la Figura 11. 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de los distintos componentes que pueden estar 
participando en la respuesta inmune de rechazo en un trasplante. En el eje y izquierdo, se 
representa la intensidad de la respuesta mediada por anticuerpos. En el eje y derecho, la 
intensidad de la respuesta mediada por células T. A lo largo del eje x, encontramos un espectro 
de respuesta de rechazo donde predomina, hacia la izquierda componente humoral y hacia la 
derecha un componente celular.  
 
Además, la particularidad de cada tipo de órgano hace que la clasificación del rechazo 
sea específica de cada uno de ellos, por lo que comentaremos los criterios diagnósticos 
empleados en el trasplante renal y hepático.  
 
Criterios diagnósticos de rechazo en el trasplante renal 
En 1991, se reunieron por primera vez un grupo de patólogos, nefrólogos y cirujanos de 
trasplante de todo el mundo con el objetivo de establecer un esquema de consenso 
internacional para la nomenclatura, la interpretación de los criterios histológicos del 
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rechazo y la valoración de la respuesta terapéutica del trasplante renal. De esta manera, 
se establecieron los criterios internacionales en el diagnóstico histológico del rechazo 
del trasplante renal o criterios de Banff 32, por el lugar donde tuvo lugar esta reunión, en 
Banff, Canadá. Estos criterios se publicaron en 1993 y son revisados periódicamente. 
En la actualización de 1997, se publicó una relación de seis categorías diagnósticas para 
las biopsias de trasplante renal: normal, AMR, cambios borderline, rechazo agudo, 
nefropatía crónica del injerto y otros cambios no considerados secundarios a rechazo 28. 
Mientras que en 2005 la categoría de rechazo agudo fue sustituida por TCMR, la 
nefropatía crónica del injerto fue eliminada, e introducida la de fibrosis intersticial y 
atrofia tubular (IFTA, del inglés interstitial fibrosis and tubular atrophy) 33. 
En 2007, las 6 categorías diagnósticas son actualizadas y se definen estadios para la 
capilaritis peritubular (ptc) y el C4d 34. En la actualización de 2013, ya se incluye el 
RMA C4d negativo dentro de la clasificación, además de introducir novedades relativas 
a las lesiones asociadas a anticuerpos 35,36. Loupy, Haas, Solez y Racousen, entre otros, 
se plantearon en 2015 las perspectivas futuras en el sentido de ir implementando el 
análisis de la expresión génica y el diagnóstico molecular 37.  
Más recientemente, en 2017, se reunieron por última vez los principales expertos de 
Banff en la ciudad de Barcelona, donde tuve el honor de asistir, para tratar 
principalmente dos aspectos: las implicaciones clínicas de la inflamación en las áreas de 
fibrosis intersticial y atrofia tubular y su relación con el TCMR y en segundo lugar, los 
avances en el diagnóstico molecular del rechazo, con especial atención al AMR 38. 
Para facilitar el diagnóstico histológico de la biopsia renal y facilitar la interpretación de 
los hallazgos, Banff establece un sistema semicuantitativo basado en 4 estadios de 
gravedad o intensidad, del 0 al 3, para diferentes aspectos o lesiones que se resumen en 
la Tabla 1 y que vienen recogidos en la publicación de la reunión de 2015 37 así como en 
la guía de referencia recién publicada 39. 
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i: inflamación 
 i0: sin inflamación o <10% en el parénquima cortical no fibrosado 
 i1: inflamación en 10-25% del parénquima cortical no fibrosado 
 i2: inflamación en 26-50% del parénquima cortical no fibrosado 
 i3: inflamación en >50% del parénquima cortical no fibrosado 
t: tubulitis 
 t0: sin presencia de leucocitos en túbulos 
 t1: 1-4 leucocitos por sección transversal tubular 
 t2: 5-10 leucocitos por sección transversal tubular 
 t3: >10 leucocitos por sección transversal tubular o ≥2 áreas con destrucción de la 
 membrana basal glomerular acompañado de i2/i3 y t2 en otro foco 
v: arteritis intimal 
 v0: sin arteritis 
 v1: arteritis intimal leve o moderada en al menos una sección transversal arterial 
 v2: arteritis intimal grave con al menos un 25% de pérdida del área luminal 
 v3: arteritis transmural y/o lesiones fibrinoides de arterias y necrosis de la túnica media 
 de músculo liso con infiltrado linfocitario en vasos 
g: glomerulitis 
 g0: sin glomerulitis 
 g1: glomerulitis en <25% de los glomérulos 
 g2: glomerulitis segmental o global en 25-75% de los glomérulos 
 g3: glomerulitis en >75% de los glomérulos 
ptc: capilaritis peritubular 
 ptc0: >1 leucocito en <10% de los capilares peritubulares de la zona cortical y/o <3 
 leucocitos 
 ptc1: >1 leucocito en ≥10% de los capilares peritubulares de la zona cortical con 3-4 
 leucocitos en el capilar peritubular más afectado 
 ptc2: >1 leucocito en ≥10% de los capilares peritubulares de la zona cortical con 5-10 
 leucocitos en el capilar peritubular más afectado 
 ptc3: >1 leucocito en ≥10% de los capilares peritubulares de la zona cortical con >10 
 leucocitos en el capilar peritubular más afectado 
C4d: depósitos de C4d 
 C4d0: tinción negativa en capilares peritubulares (0%) 
 C4d1: tinción mínima (>0% pero <10% de los capilares peritubulares) 
 C4d2: tinción focal (10-50% de los capilares peritubulares) 
 C4d3: tinción difusa (>50% de los capilares peritubulares) 
cg: dobles contornos en la membrana basal glomerular 
 cg0: sin dobles contornos 
 cg1a: sin dobles contornos mediante microscopía de campo claro pero dobles 
 contornos incompletos o circunferenciales en >3 capilares glomerulares mediante 
 microscopía electrónica, asociado a edema endotelial y/o engrosamiento subendotelial 
 cg1b: dobles contornos en 1-25% de los capilares glomerulares en el glomérulo no 
 esclerosado más afectado 
 cg2: dobles contornos en 26-50% de los capilares glomerulares en el glomérulo más 
 afectado 
 cg3: dobles contornos en >50% de los capilares glomerulares en el glomérulo más 
 afectado 
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mm: aumento de la matriz mesangial 
 mm0: leve aumento de la matriz mesangial en cualquier glomérulo 
 mm1: al menos un moderado aumento de la matriz mesangial en <25% de los 
 glomérulos no esclerosados 
 mm2: al menos un moderado aumento de la matriz mesangial en 26-50% de los 
 glomérulos no esclerosados 
 mm3: al menos un moderado aumento de la matriz mesangial en >50% de los 
 glomérulos no esclerosados 
ah: arteriolohialinosis 
 ah0: sin engrosamiento hialino arteriolar mediante tinción PAS 
 ah1: leve a moderado engrosamiento hialino mediante tinción PAS en al menos una 
 arteriola 
 ah2: moderado a grave engrosamiento hialino mediante tinción PAS en más de una 
 arteriola 
 ah3: grave engrosamiento hialino mediante tinción PAS en muchas arteriolas 
cv: engrosamiento de la íntima fibrosa de la pared vascular 
 cv0: sin cambios vasculares crónicos 
 cv1: estrechamiento vascular en <25% del área luminal por engrosamiento de la íntima 
 cv2: estrechamiento vascular en 26-50% del área luminal por engrosamiento de la 
 íntima   
 cv3: estrechamiento vascular en >50% del área luminal por engrosamiento de la íntima   
ci: fibrosis intersticial 
 ci0: fibrosis intersticial en <5% del área cortical 
 ci1: fibrosis intersticial en 6-25% del área cortical (fibrosis intersticial leve) 
 ci2: fibrosis intersticial en 26-50% del área cortical (fibrosis intersticial  moderada) 
 ci3: fibrosis intersticial en >50% del área cortical (fibrosis intersticial grave) 
ct: atrofia tubular 
 ct0: sin atrofia tubular 
 ct1: atrofia tubular en <25% del área de túbulos corticales (atrofia tubular leve) 
 ct2: atrofia tubular en 26-50% del área de túbulos corticales (atrofia tubular moderada) 
 ct3: atrofia tubular en >50% del área de túbulos corticales (atrofia tubular grave) 
Tabla 1. Criterios y estadios sobre las lesiones a evaluar para diagnóstico histológico de las 
biopsias de trasplante renal según la clasificación de Banff. Adaptado de Banff 2015 Meeting 
Report, American Journal of Transplantation, 2017. PAS: tinción de ácido periódico de Schiff, 
del inglés Periodic Acid-Schiff. 
 
Así, se establece la gravedad de la inflamación observada en la muestra de tejido 
biopsiado (i), la tubulitis (t), la arteritis intimal (v), la glomerulitis (g) que se cataloga 
según el porcentaje de glomérulos afectados, la capilaritis peritubular (ptc), el depósito 
de C4d que se evalúa mediante inmunofluorescencia (IF) o inmunohistoquímica (IHQ), 
especificando cada intensidad. La evaluación de los dobles contornos en la membrana 
basal glomerular (cg) abarca además una subclasificación en la que el grado 1 incluye 
un cg1a, si no se identifican dobles contornos en microscopía óptica pero sí se 
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identifican (incompleto o circunferencial) en al menos tres capilares glomerulares 
mediante microscopía electrónica, asociado a edema endotelial y/o engrosamiento 
subendotelial; y un cg1b, si se identifican dobles contornos en 1-25% de los capilares 
glomerulares del glomérulo más afectado no esclerosado mediante microscopía óptica. 
También el aumento de la matriz mesangial (mm), la arteriolohialinosis (ah) que puede 
asociarse a diferentes circunstancias como la nefrotoxicidad inducida por 
medicamentos, el envejecimiento, la hipertensión o la diabetes, el engrosamiento 
fibroso de la íntima de la pared vascular (cv), la fibrosis intersticial (ci), la atrofia 
tubular (ct), que también se representa en porcentaje (FI/AT), así como el porcentaje de 
glomérulos esclerosados respecto al número total de glomérulos que aparecen en la 
muestra.  
Las categorías diagnósticas de Banff para las biopsias de aloinjertos renales actualizadas 
en el año 2017 se resumen en la Tabla 2 38.  
Categoría 1: Biopsia normal sin cambios específicos 
Categoría 2: Rechazo mediado por anticuerpos (AMR) 
 AMR Agudo/Activo: debe cumplir los siguientes 3 criterios 
1. Evidencia histológica de lesión aguda, que incluya una o más de las 
siguientes: 
  - Inflamación microvascular (g>0 y/o ptc>0) en ausencia de glomerulonefritis 
  - Arteritis intimal o transmural (v>0) 
  - MAT aguda en ausencia de otras causas 
  - Necrosis tubular aguda en ausencia de otras causas 
2. Evidencia de interacción actual o reciente de anticuerpos con el endotelio 
vascular, que incluya una o más de las siguientes: 
  - Depósito de C4d en los capilares peritubulares (C4d2/C4d3 mediante IF o 
  C4d>0 mediante IHQ) 
  - Presencia de inflamación microvascular ([g+ptc]≥2) en ausencia de  
  glomerulonefritis, aunque sea en presencia de RMCT agudo, inflamación 
  borderline o infección; no siendo suficiente sólo ptc≥2 y siendo g≥1 
  - Expresión aumentada de transcritos indicativos de RMA 
3. Evidencia serológica de la presencia de DSAs (anti-HLA u otros antígenos): 
se podrá sustituir por tinción de C4d si cumple el criterio 2. Sin embargo, se 
recomienda analizar la presencia de DSA anti-HLA y no-HLA 
 Sospecha de AMR Agudo/Activo: biopsias que cumplen el punto 1 y el 2 ó el 3, pero 
 no ambos 
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 AMR Crónico Activo: debe cumplir los siguientes 3 criterios 
1. Evidencia histológica de lesión crónica, que incluya al menos una de las 
siguientes: 
  - GP del trasplante (cg>0) si no hay evidencia de MAT o glomerulonefritis, 
  incluyendo cg1a 
  - Presencia de dobles contornos a nivel de la membrana basal glomerular 
  - Fibrosis de la íntima arterial como hallazgo que excluya otras causas 
2. Evidencia de la interacción actual o reciente de anticuerpos con el endotelio 
vascular, que incluya una o más de las siguientes: 
  - Depósito de C4d en los capilares peritubulares (C4d2/C4d3 mediante IF o 
  C4d>0 mediante IHQ 
  - Presencia de inflamación microvascular ([g+ptc]≥2), aunque sea en presencia 
  de un RMCT agudo, inflamación borderline o infección; no siendo suficiente 
  sólo ptc≥2 y siendo g≥1 
  - Expresión aumentada de transcritos indicativos de daño endotelial 
3. Evidencia serológica de la presencia de DSAs (anti-HLA u otros antígenos): 
biopsias sospechosas que cumplan los criterios 1 y 2 deben ser analizadas para 
identificar DSAs. 
 Sospecha de AMR Crónico/activo: biopsias que cumplen el punto 1 y el 2 ó el 
 3, pero no ambos 
 C4d+ sin evidencia de rechazo: debe cumplir los siguientes 3 criterios 
1. Depósito de C4d en los capilares peritubulares (C4d2/C4d3 mediante IF o 
C4d>0 mediante IHQ) 
2. g=0, ptc=0, cg=0, v=0, sin MAT, sin dobles contornos en la membrana basal 
de los capilares peritubulares, sin daño tubular agudo 
3. Sin RMCT tipo IA o mayor ni cambios borderline 
Categoría 3: Cambios Borderline sospechosos de TCMR 
 - Focos de tubulitis (t1/t2/t3) con inflamación intersticial mínima (i0/i1), o inflamación 
 intersticial (i2/i3) con tubulitis leve (t1) 
 - sin arteritis intimal (v=0) 
Categoría 4: Rechazo mediado por células T (TCMR) 
 TCMR Agudo 
  IA: inflamación intersticial (>25% del tejido cortical sin fibrosar, i2/i3 con 
  focos de tubulitis moderada (t2) 
  IB: inflamación intersticial significativa (>25% del tejido cortical sin fibrosar, 
  i2/i3) con focos de tubulitis grave (t3) 
  IIA: arteritis intimal ligera o moderada (v1) con o sin inflamación intersticial y 
  tubulitis 
  IIB: arteritis intimal grave afectando a >25% del tejido cortical sin fibrosar 
  (v2) con o sin inflamación intersticial y tubulitis 
  III: arteritis transmural y/o daño fibrinoide arterial y necrosis de las células 
  musculares de la capa media arterial con inflamación linfocitaria (v3) 
 TCMR Crónico/Activo: arteriopatía crónica del injerto (fibrosis intimal arterial 
 con infiltración de células mononucleares en fibrosis, formación de neoíntima); puede 
 solaparse con un AMR crónico activo, pero el TCMR también lo manifiesta en la 
 zona tubulointersticial 
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Categoría 5: Fibrosis Intersticial y Atrofia Tubular 
 I: fibrosis intersticial leve y atrofia tubular (≤25% del área cortical) 
 II: fibrosis intersticial moderada y atrofia tubular (26-50% del área cortical) 
 III: fibrosis intersticial grave y atrofia tubular (>50%) 
Categoría 6: Otros cambios no considerados causa de rechazo agudo o crónico 
 - Nefropatía por virus BK 
 - Enfermedades linfoproliferativas post-trasplante 
 - Nefrotoxicidad por inhibidores de la calcineurina 
 - Daño tubular agudo 
 - Enfermedades recurrentes 
 - GP de novo (distintas a GP del trasplante) 
 - Pielonefritis 
 - Nefritis intersticial inducida por medicamento 
Tabla 2. Criterios diagnósticos y categorías diagnósticas de Banff para trasplante renal. AMR: 
rechazo mediado por anticuerpos; DSA: anticuerpo donante específico; TCMR: rechazo 
mediado por células T; IF: inmunofluorescencia; IHQ: inmunohistoquímica; GP: 
glomerulopatía; MAT: microangiopatía trombótica; DSA: anticuerpos específicos de donante, 
del inglés donor specific antibodies. Adaptado de Banff 2017 Kidney Meeting Report, American 
Journal of Transplantation, 2018. 
 
Criterios diagnósticos de rechazo en el trasplante hepático 
La primera vez que el grupo de expertos de Banff redactó un documento consenso sobre 
el rechazo en el trasplante hepático fue en 1997, donde Demetris y otros autores 
acordaron una nomenclatura común y establecieron unos criterios para reconocer el 
rechazo agudo y minimizar los problemas que generaba la multitud de sistemas 
presentes en la literatura basándose en la relevancia clínica y la simplicidad y 
reproducibilidad de los datos 40. En aquel momento ya se había consensuado un sistema 
similar para el trasplante renal, cardíaco y pulmonar, y los autores anticipaban que 
tratarían el rechazo crónico del trasplante hepático en el futuro, además de mostrar su 
flexibilidad para añadir futuras mejoras y modificaciones. 
Para el diagnóstico del rechazo agudo, los autores establecieron que se debían cumplir 
al menos dos de los tres criterios siguientes: la existencia de un infiltrado inflamatorio 
portal, inflamación localizada a nivel subendotelial en ramificaciones de la vena portal o 
vénulas hepáticas terminales, e inflamación o daño en conductos biliares. Además, se 
estableció una gradación incluyendo los grados indeterminado, intermedio (I), 
moderado (II) y grave (III) 40. 
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En el año 2000 y tras la conferencia de Banff celebrada en 1999, apareció una 
actualización del esquema tratando el tema del rechazo crónico21. Se puso de manifiesto 
que el RC se relacionaba con daños irreversibles en conductos biliares, en arteria 
hepática y sus ramificaciones y en vénulas hepáticas que conduce a fibrosis y trombosis. 
Además, la sospecha de RC se tenía mayoritariamente en pacientes con múltiples 
episodios de rechazo agudo que progresaban a colestasis, o en pacientes con un episodio 
de rechazo agudo no resuelto. Por otro lado, se reconocía la existencia de un RC 
temprano y otro tardío.  
A pesar de las propiedades inmunológicas características del hígado, considerado 
históricamente como un órgano muy tolerogénico, así como su capacidad regenerativa, 
los autores apuntan al reconocimiento antígeno-dependiente como factor de riesgo 
principal para el daño tisular, por encima de factores de riesgo no inmunodependientes 
21.  
La idea de que el hígado es un órgano poco inmunogénico se fundamenta 
principalmente en características de su microambiente y anatomía. El suplemento de 
sangre que recibe este órgano viene a través de su vena porta y arteria hepática 
procedente del intestino y la circulación periférica. La sangre que circula por la vena 
portal es una sangre rica en antígenos derivados de los alimentos ingeridos y de 
productos de la degradación bacteriana. Es por ello que la exposición continua a estas 
moléculas le proporciona unas características de una especie de tolerancia a endotoxinas 
y como consecuencia la presentación de antígenos extraños mediado por APCs como 
células de Kupffer o por células endoteliales sinusoidales y hepatocitos 17. Por ello, ni 
siquiera se considera esencial realizar el tipaje HLA en receptor y donante en muchos 
centros trasplantadores para su selección y mejor adecuación.  
No ha sido hasta el año 2016 cuando una nueva actualización de los criterios del grupo 
de Banff para trasplante hepático, tras las reuniones en Francia en 2011, en Brasil en 
2013 y en Canadá en 2015, actualizando sus criterios y publicado una nueva versión 
donde se establece la denominación de AMR por la antigua denominación de rechazo 
humoral, TCMR por el antiguo término de rechazo agudo, así como la denominación de 
rechazo rico en células plasmáticas que trataremos en el siguiente apartado 41. 
Para mejorar el diagnóstico histológico de la biopsia hepática y facilitar la interpretación 
de los hallazgos, Banff establece un sistema semicuantitativo basado en 3 estadios de 
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gravedad o intensidad, del 1 al 3, para diferentes aspectos que se resumen en la Tabla 3, 
salvo para los depósitos de C4d, que establece los mismos estadios de gravedad que en 
los criterios de riñón, del 0 al 3 41. 
Inflamación portal: 
 1: inflamación mayoritariamente linfocítica en una minoría de espacios porta o 
 tríadas, sin una expansión notable 
 2: expansión portal de la mayoría o todas las tríadas por infiltración mixta con 
 linfocitos y en ocasiones blastocitos, neutrófilos y eosinófilos (si la presencia 
 eosinofílica es notoria y viene acompañada por edema y una prominente hipertrofia de 
 las células endoteliales de la microvasculatura, se debe considerar un RMA) 
 3: notable expansión portal de la mayoría o todas las tríadas por infiltración mixta 
 que contiene blastocitos y eosinófilos y que invade el parénquima periportal 
Daño inflamatorio en conducto biliar: 
 1: una minoría de conductos infiltrados por células inflamatorias y muestran cambios 
 reactivos leves 
 2: la mayoría o todos los conductos infiltrados por células inflamatorias y alguno 
 presenta daños degenerativos 
 3: como en el estadio 2 y la mayoría o todos los conductos con cambios degenerativos 
 o alteraciones luminales focales 
Inflamación endotelial venosa 
 1: infiltración linfocítica subendotelial que afecta a alguna de las vénulas portales y/o 
 hepáticas 
 2: infiltración subendotelial que afecta a la mayoría o a todas las vénulas portales y/o 
 hepáticas, con o sin necrosis de hepatocitos, en una minoría de regiones perivenulares 
 3: como en los puntos 1 y 2 y con una inflamación perivenular moderada o grave 
 que se extiende al parénquima perivenular y se asocia con necrosis de hepatocitos 
 perivenulares 
h: estadio histopatológico 
 1: aumento de las células endoteliales de la microvasculatura portal que afecta a la 
 mayoría de tractos portales, con microvasculitis escasa en el capilar más afectado 
 2: microvasculitis o capilaritis con 5-10 leucocitos en el capilar más afectado, con un 
 aumento de las células endoteliales afectando a la mayoría de tractos portales o 
 sinusoides, con variable dilatación de capilares y vénula y edema portal 
 3: como en los puntos 1 y 2 y con marcada dilatación capilar, inflamación 
 microvascular (≥10 leucocitos en el vaso más afectado), interrupción focal de la 
 microvasculatura, depósito de fibrina y extravasación de glóbulos rojos al estroma 
 portal y/o al espacio de Disse (espacio subsinoidal) 
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C4d: depósitos de C4d 
 C4d0: sin depósitos en microvasculatura portal 
 C4d1: mínimos depósitos (<10% de los tractos portales) en >50% de la  circunferencia 
 del endotelio de la microvasculatura portal (vena portal y capilares) 
 C4d2: depósito focal (10-50% de los tractos portales) en >50% de la circunferencia del 
 endotelio de la microvasculatura portal, normalmente sin extenderse a sinusoides 
 periportales 
 C4d3: depósitos difusos (>50% de los tractos portales) en >50% de la circunferencia 
 del endotelio de la microvasculatura portal, frecuentemente con extensión a vénulas o 
 sinusoides periportales 
Tabla 3. Criterios y estadios sobre las lesiones a evaluar para diagnóstico histológico de las 
biopsias de trasplante hepático según la clasificación de Banff. Adaptado de 2016 
Comprehensive update of the Banff Working Group on liver allograft pathology: introduction of 
antibody-mediated rejection, American Journal of Transplantation, 2016. 
 
Las categorías diagnósticas de Banff para las biopsias de aloinjertos hepáticos 
actualizados en el año 2016 se resumen en la Tabla 4 41. 
TCMR Típico: 
 Indeterminado: infiltrado inflamatorio portal y/o perivenular relacionado con el 
 aloreconocimiento, pero sin mostrar daño suficiente como para cumplir los criterios de 
 un diagnóstico de rechazo agudo leve 
 Intermedio: infiltrado característico del rechazo en una minoría de las tríadas, 
 generalmente leve y mayoritariamente localizado en los espacios portales y sin necrosis 
 de hepatocitos 
 Moderado: infiltrado característico del rechazo, que extiende a la mayoría de los tractos 
 portales y/o perivenulares, con necrosis de hepatocitos 
 Grave: como en los estadios anteriores y que invade áreas periportales y/o con 
 inflamación perivenular moderada o grave que se extiende hacia el parénquima 
 hepático y se asocia con necrosis de hepatocitos, afectando a la mayoría de las áreas 
 perivenulares 
Rechazo rico en células plasmáticas: debe cumplir los criterios 1 y 3, siendo el criterio 2 no 
requerido necesariamente. Se recomienda realizar la tinción para C4d, IgG, IgG4, así como la 
detección de anticuerpos anti-GSTT1 en receptores nulos/donantes positivos para la GSTT1 
1. Presencia de infiltrado portal y/o perivenular rico en células plasmáticas (>30%), con 
inflamación que invade más allá de la zona portal, y/o actividad necroinflamatoria 
perivenular, que normalmente afecta a la mayoría de los tractos portales y/o vena 
central. La mayoría de estos casos se estadian como moderado, ya que presentan una 
actividad perivenular agresiva, mientras que la inflamación portal es normalmente ≥2 
2. Colangitis linfocítica, cuya presencia es frecuente y deseable, pero no absolutamente 
requerida (el daño en los conductos biliares es normalmente ≥1) 
3. Enfermedad de base distinta a hepatitis autoinmune 
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AMR Agudo Activo: debe cumplir los siguientes 4 criterios 
1. Patrón de daño histopatológico característico de AMR agudo: hipertrofia endotelial de 
la microvasculatura portal, dilatación de vénula y capilar portal, microvasculitis portal, 
edema portal y reacción ductular. Normalmente aparece colestasis. En aloinjertos 
incompatibles en AB0, aparece más frecuentemente edema y necrosis de hepatocitos 
periportales. Arteritis linfocítica y/o necrotizante.  
2. DSA positivo en suero 
3. Depósito de C4d difuso, estadio 3 
4. Exclusión de otras causas posibles que puedan mostrar patrones de daño similares 
Sospecha de AMR: debe cumplir los siguientes 2 criterios 
1. Presencia de DSA 
2. h diferente de 0 con depósitos de C4d y h3/h4 
AMR no determinado: debe cumplir los criterios 1 y 2 y además el 3 ó el 4 
1. Estadio C4d y h≥2 
2. Sin presencia de DSA o resultado no fiable o no disponible 
3. Tinción para C4d negativa o resultado no fiable o no disponible 
4. Otras causas que simultáneamente puedan estar contribuyendo al daño 
AMR Crónico Activo: debe cumplir los siguientes 4 criterios 
1. Patrón histopatológico de daño relacionado con AMR, que cumpla lo siguiente: 
 - Inflamación portal y/o perivenular leve, sin otra explicación aparente, con interfase 
 y/o actividad necroinflamatoria perivenular 
 - Fibrosis portal/periportal, sinusoidal y/o perivenular al menos moderada 
2. Presencia de DSA anti-HLA circulante en sueros recientes 
3. Depósitos de C4d al menos focales (>10% del endotelio microvascular del tracto 
portal)  
4. Exclusión razonable de otros daños que puedan causar patrones similares 
Tabla 4. Criterios diagnósticos y categorías diagnósticas de Banff para trasplante hepático. 
TCMR: rechazo mediado por células T; IgG: inmunoglobulina G; GSTT1: glutatión S-
transferasa T1; AMR: rechazo mediado por anticuerpos; DSA: anticuerpo donante específico. 
Adaptado de 2016 Comprehensive update of the Banff Working Group on liver allograft 
pathology: introduction of antibody-mediated rejection, American Journal of Transplantation, 
2016. 
 
La hepatitis inmune de novo o rechazo rico en células plasmáticas 
La HIdn fue descrita en 1998 como una forma de disfunción del injerto en niños 
sometidos a trasplante hepático 42 y posteriormente otros grupos han descrito diferentes 
series de pacientes con las mismas características clínicas e histológicas 43–45. 
Los criterios diagnósticos de Banff con anterioridad a 2016, reconocían la dificultad de 
distinguir conceptual e histológicamente lo que sería una hepatitis autoinmune 
recurrente de un evento de novo. Los criterios diagnóstico mínimos incluían infiltrados 
linfocitarios en las regiones portales, la presencia significativa de anticuerpos, 
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hipergammaglobulinemia y la exclusión diagnóstica de otros tipos de hepatitis. Algunos 
de los hallazgos histológicos característicos son la formación rosetoide de los 
hepatocitos, la inflamación linfoplasmocitoide en las zonas portales, la colangitis 
linfocítica, entre otros 46.  
Nuestro grupo ya había contribuido con grandes descubrimientos que fueron también 
recogidos por Banff, en donde la situación de incompatibilidad en GSTT1 descrita en el 
apartado “Sistemas menores de histocompatibilidad y GSTT1” de esta tesis, podía ser la 
causante del desarrollo de esta enfermedad 10. 
La nomenclatura referida para identificar esta entidad, ha seguido diferentes corrientes 
desde “hepatitis autoinmune de novo” 42,47,48, “hepatitis inmune post-trasplante” 49, 
“disfunción del injerto que imita a la hepatitis autoinmune” 50, “hepatitis inmune de 
novo” 45, hasta “hepatitis de células plasmáticas” 30,51. En la última actualización de los 
criterios de Banff que hemos explicado en el apartado anterior se reconoce esta entidad 
como un tipo de rechazo y se recomienda utilizar el término “rechazo rico en células 
plasmáticas (PC-rich rejection) 41. 
 
El tratamiento inmunosupresor 
La inmunosupresión constituye una pieza esencial en el tratamiento de los pacientes 
trasplantados cuyo objetivo fundamental es evitar el rechazo intentando minimizar los 
efectos secundarios tales como la predisposición a infecciones, cáncer, hipertensión, 
dislipemia, etc.  
Durante la década de los 60, Schwartz y colaboradores comprobaron que la 6-
mercaptopurina tenía propiedades inmunosupresoras 52, sustancia a partir de la cual se 
desarrolló la Azatioprina, extensamente usada en aquellos años tanto en el trasplante 
renal como hepático. La Azatioprina es un antimetabolito que bloquea la síntesis de 
purinas mediante inhibición competitiva. En esta misma época, se empleó en 
combinación con corticoides simultáneamente y, aunque se conseguía una relativa 
supervivencia de los injertos, los rechazos no controlados y las infecciones eran más que 
notables.  
La introducción de la Ciclosporina A en 1976 como inmunosupresor de la respuesta 
tanto humoral como celular, por su actividad inhibidora de la calcineurina 52, cambió 
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radicalmente el panorama del trasplante renal y hepático. Más adelante, durante los 80 y 
90, aparecieron el Tacrolimus como nuevo inhibidor de la calcineurina 53 y el Mofetil 
Micofenolato, que como inhibidor de la síntesis de las purinas, funciona como agente 
antiproliferativo 54. Con el cambio de siglo, se identificaron dianas de los inhibidores de 
la rapamicina (mTOR) como Sirolimus y su derivado Everolimus, que inhiben la 
transducción de señales del factor de crecimiento de las células T. 
Respecto al uso de monoclonales cabe destacar el Basiliximab y el Daclizumab, 
anticuerpos anti-CD25 quimérico y humanizado, respectivamente, que bloquean señales 
coestimuladoras en los linfocitos T. Así como el Rituximab, anticuerpo monoclonal 
quimérico anti-CD20, que elimina células B. Fue en 1984 cuando se le concedió el 
Nobel a Köhler y Milstein por hallar la forma que permite la producción indefinida de 
anticuerpos funcionalmente homogéneos, es decir, clonales 55, lo que abrió la 
posibilidad de aplicarlos a la clínica humana. 
Los fármacos de que disponemos actualmente son cada vez más potentes y selectivos. 
Los protocolos de inmunosupresión actuales permiten establecer unas pautas 
terapéuticas adaptadas a cada paciente en función de sus características clínicas, su 
evolución o la presencia de complicaciones, no existiendo un protocolo determinado 
genérico de inmunosupresión. De hecho, podemos afirmar que una parte muy 
importante del éxito del trasplante consiste en realizar una adecuada modulación de la 
inmunosupresión, de manera que se mantenga el difícil equilibrio entre correcta 
inmunosupresión que impida un rechazo, un suficiente sistema inmune que responda 
ante infecciones y aparición de células tumorales, y una suficientemente baja toxicidad 
medicamentosa para el paciente. 
 
La biopsia 
La biopsia es la herramienta imprescindible para la monitorización del injerto renal y 
hepático. Hoy en día se trata de la técnica goldstandard con la que establecer un 
correcto diagnóstico para poder suministrarla al paciente el tratamiento inmunosupresor 
más adecuado. La técnica se basa en la punción normalmente mediante aguja fina o 
gruesa del tejido que se pretende monitorizar, para tomar generalmente más de una 
muestra, que posteriormente será fijada e incluida en un bloque de parafina. 
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Constantemente se realizan revisiones sobre las evidencias científicas descritas por la 
comunidad científica en las reuniones de los grupos de trabajos Banff ya mencionados, 
que permiten ir actualizando las clasificaciones, buscando siempre la mejor 
supervivencia de los injertos y la mejora de la calidad de vida de los pacientes. Las 
nuevas metodologías de estudio molecular y los nuevos marcadores o técnicas 
histológicas disponibles han aumentado la capacidad diagnóstica y pronóstica de la 
biopsia. Además, la biopsia debe interpretarse conociendo las características del 
trasplante, su causa, el tratamiento que está recibiendo el paciente en ese momento y la 
clínica que está presentando. 
Las manifestaciones clínicas que se hacen patentes cuando está ocurriendo un rechazo 
suelen tener un carácter inespecífico, por lo que el estudio histológico juega un papel 
principal en el manejo de estas situaciones. Se trata de poder observar in situ lo que está 
ocurriendo en el tejido injertado de manera microscópica, que es el lugar donde tiene 
lugar desde el inicio hasta la resolución del evento de rechazo, sea cual sea su 
naturaleza.  
Como hemos comentado con anterioridad, en algunos centros se realizan biopsias de 
manera protocolizada, lo que permite identificar de forma temprana el inicio de 
episodios de rechazo que aún no han mostrado manifestaciones clínicas 56. Mientras que 
en la mayoría de los centros trasplantadores, la biopsia se realiza únicamente bajo 
manifestación clínica de disfunción del injerto, como es el caso de las muestras 
empleadas en el proyecto de investigación de esta tesis doctoral, procedentes del 
Hospital Universitario Virgen del Rocío.  
Resulta de especial relevancia el diagnóstico precoz de las crisis de rechazo al objeto de 
implantar una terapia de choque con la que se consiga neutralizar la respuesta 
inmunitaria responsable de estos episodios. 
La monitorización histológica del trasplante basada en la biopsia se puede abordar de 
tres formas principales: el fenotipo histológico analizado mediante tinciones 
convencionales y basados en Banff, el fenotipo celular basado en técnicas 
inmunohistoquímicas y de fluorescencia que gracias a anticuerpos mono y policlonales 
permiten identificar los tipos celulares presentes en el tejido biopsiado, y el fenotipo 
molecular basado en el estudio de transcritos de expresión mediante técnicas 
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moleculares (Figura 12). La aproximación de esta tesis doctoral abarca los dos primeros 
puntos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Monitorización histológica del 
trasplante, donde se representan los tres 
abordajes principales empleados. 
 
 
Las manifestaciones que se hacen patentes en el aloinjerto reflejan un conjunto de 
eventos que se relacionan específicamente con un fenómeno inmunológico o respuesta 
inmune concreta y que en segunda instancia se acompañan de un deterioro de la función 
del órgano trasplantado. Muchas de estas manifestaciones están ampliamente estudiadas 
y descritas en la bibliografía como hemos venido desarrollando a lo largo de esta 
introducción, sin embargo, otros puntos necesitan más investigaciones.  
  
El análisis de la composición de los infiltrados celulares de la biopsia 
Como hemos visto, la presencia de infiltrados inflamatorios en diferentes áreas 
anatómicas de los órganos trasplantados forma parte de los hallazgos que ayudan a 
clasificar el evento de rechazo que pueda estar ocurriendo.  
Son pocos los estudios que han abordado la caracterización de las células que componen 
el infiltrado inflamatorio. Magil y colaboradores identificaron linfocitos T y macrófagos 
infiltrando glomérulos en una cohorte de 42 trasplantes renales, donde encontraron una 
asociación entre el rechazo agudo, glomerulitis y la infiltración glomerular de linfocitos 
T en biopsias sin depósito de C4d, así como la infiltración de monocitos en biopsias 
C4d+ 57. En otro trabajo del mismo grupo, los autores correlacionaron la abundante 
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presencia de monocitos en biopsias C4d+ con una peor función renal al año del 
trasplante 58. Fahim y colaboradores cuantificaron linfocitos T y monocitos en el 
compartimento intracapilar de 42 biopsias bajo distintos tipos de rechazo, pero no 
analizaron la zona intersticial. Sus resultados también apuntan a una mayor presencia de 
monocitos en biopsias C4d+ y resaltan que el número de células que se identifican en 
estos capilares peritubulares es mayor que el estimado mediante histología 
convencional. La metodología para la cuantificación empleada es la de analizar varios 
campos de manera en cierto modo subjetiva bajo un objetivo de gran aumento, conocido 
en inglés como high power field (HPF) 59. 
Desde otro tipo de aproximación más molecular, diferentes estudios han analizado 
mediante arrays de expresión muestras de tejido biopsiado y han identificado ciertas 
relaciones entre algunos tipos de rechazo y tipos celulares como linfocitos B 29. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Hipótesis y Objetivos 
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Hipótesis 
En la mayoría de ocasiones, el seguimiento del trasplante conlleva la realización de una 
biopsia. La presencia de infiltrados intersticiales, infiltrados de células mononucleares, 
zonas de inflamación, etc., son algunos de los hallazgos histológicos genéricos que se 
incluyen entre los criterios para la clasificación del rechazo del aloinjerto en el trasplante 
de órganos sólidos, por lo que su análisis morfológico e histológico generalmente no 
profundiza en qué tipos celulares están infiltrando el tejido. La identificación de los tipos 
celulares que infiltran el tejido trasplantado es de crucial importancia para dilucidar 
mecanismos patogénicos que subyacen a una respuesta de rechazo y puede tener un valor 
pronóstico respecto a la supervivencia y buena función del injerto. Sin embargo es un 
tema todavía por estudiar en profundidad. Es por ello que nuestro grupo ha desarrollado 
una metodología basada en la microscopía avanzada y computarizada que responde a la 
necesidad de profundización en esta materia y que pasa necesariamente por la búsqueda 
de nuevas herramientas. 
Nuestra hipótesis de partida propone que un estudio detallado, tanto de la composición 
como de la densidad de células presentes en dichos infiltrados inflamatorios, puede 
permitir caracterizar de manera más objetiva distintas situaciones de rechazo y llegar 
incluso a definir un perfil celular sugestivo de la situación en la que se encuentra el 
aloinjerto.  
 
Objetivos 
Objetivo general 
Por todo ello, el objetivo general de este proyecto es definir la composición del infiltrado 
inflamatorio en aloinjertos bajo diferentes tipos de rechazo en el trasplante de órganos 
sólidos, en concreto del trasplante renal y hepático, así como en un caso particular de 
trasplante de progenitores hematopoyéticos, para un mejor diagnóstico y tratamiento de 
los pacientes. 
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Objetivos específicos 
Como objetivos específicos se plantean los siguientes: 
1. Analizar los infiltrados inflamatorios en diferentes categorías de rechazo definidas 
por los criterios de Banff en biopsias de trasplante renal. Publicación 1. 
2. Identificar los componentes celulares involucrados en el desarrollo de la hepatitis 
inmune de novo en el trasplante hepático en el contexto de incompatibilidad en 
GSTT1. Publicaciones 2 y 3.  
3. Estudiar un caso clínico de desarrollo de hepatitis inmune de novo bajo la 
incompatibilidad en GSTT1 tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos. 
Publicación 4. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Publicaciones 
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Publicación 1 
1. “Cellular profiles of Banff kidney allograft rejection types through computer-
assisted analysis of the inflammatory infiltrates” 
Autores: Elena Aguado Domínguez, Rocío Cabrera Pérez, Alejandro Suarez Benjumea, 
Cristina Abad Molina, Antonio Núñez Roldán e Isabel Aguilera. 
Manuscrito en preparación para Kidney International. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En este ejemplar de la tesis depositada en formato digital son omitidas las páginas 
54 a 67, correspondientes al contenido de la “Publicación 1”, por ser un 
manuscrito en preparación aún no publicado. 
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Publicación 2 
2. “Identification of the cellular components involved in de novo immune hepatitis: 
a quantitative immunohistochemical analysis” 
Autores: Elena Aguado Domínguez, Lourdes Gómez, José Manuel Sousa, Miguel Ángel 
Gómez Bravo, Antonio Núñez Roldán e Isabel Aguilera. 
Journal of Translational Medicine 2018; 16(1):62 
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Publicación 3 
3. “Rethinking de novo immune hepatitis, an old concept for liver allograft rejection: 
relevance of glutathione S-transferase T1 mismatch” 
Autores: Isabel Aguilera, Elena Aguado Domínguez, José Manuel Sousa y Antonio 
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El trabajo de esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de la composición de los 
infiltrados inflamatorios mediante técnicas avanzadas en microscopía en diferentes 
situaciones relacionadas con el rechazo en el trasplante.  
Para ello, las preguntas generales que tratamos de responder fueron las siguientes: 
1. ¿Cómo son los infiltrados inflamatorios en diferentes categorías de rechazo de 
Banff en biopsias de trasplante renal? [Publicación 1] 
Para abordar este objetivo, hemos analizado una cohorte de pacientes trasplantados de 
riñón en los que hemos estudiado la composición de diferentes células relacionadas con 
el rechazo inmunológico en biopsias con diferentes diagnósticos según los criterios de 
Banff.  
2. ¿Qué componentes celulares están involucrados en el desarrollo de la hepatitis 
inmune de novo en el trasplante hepático bajo la situación de incompatibilidad en 
GSTT1? [Publicaciones 2 y 3]  
Para desarrollar este punto, hemos estudiado los componentes celulares presentes en 
aloinjertos hepáticos de una cohorte de pacientes con diagnóstico de HIdn tras ser 
sometidos a un trasplante de hígado, cuantificando la presencia de células plasmáticas 
y dibujando un perfil celular relacionado con la respuesta humoral. Además, hemos 
revisado las últimas aportaciones en el estudio de esta entidad y en la consideración de 
verdadero rechazo mediado por anticuerpos y rico en células plasmáticas. 
3. ¿Puede la incompatibilidad GSTT1 originar una respuesta de daño al hígado similar 
a la hepatitis inmune de novo tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos? 
[Publicación 4]  
Por último, hemos descrito por primera vez el desarrollo de HIdn en el contexto del TPH 
en una paciente cuya donante era su hermana, idéntica para el genotipo HLA, pero 
incompatible para GSTT1, bajo la situación de donante nulo/receptor positivo, y que 
previamente había experimentado episodios de sensibilización tras varios embarazos.  
Los conocimientos actuales sobre el rechazo del injerto han cambiado radicalmente desde 
que se asumía su clasificación simplificada en rechazo agudo y crónico, hasta las más 
recientes revisiones donde se establecen las categorías diagnósticas y últimos hallazgos 
moleculares descritos 37,38,41.  
 101 
Como hemos comentado previamente, la técnica goldstandard para el seguimiento del 
trasplante es la realización de una biopsia. El estudio de los hallazgos histológicos 
también ha evolucionado adquiriendo cada vez más relevancia diagnóstica. Por ejemplo, 
hasta hace poco, los infiltrados inflamatorios observados en zonas atrofiadas de una 
biopsia renal parecían no tener especial relevancia clínica y sin embargo, recientes 
estudios apuntan a un potente valor pronóstico respecto al riesgo de disfunción del injerto 
60 y ha llevado a que Banff lo incluya y denomine como i-IFTA e i-total, criterios que 
tienen en cuenta la inflamación en esta zona de fibrosis intersticial y atrofia tubular y en 
la zona no atrofiada de la biopsia 37. Actualmente el análisis fundamental que se realiza a 
la biopsia consiste en un estudio morfológico e histológico basado en los criterios 
diagnósticos de Banff, pero generalmente sin profundizar en qué tipos celulares están 
infiltrando el tejido. Del mismo modo se podría en el futuro incluir el estudio y la 
identificación de los tipos celulares que están presentes y pueden representar panoramas 
de respuesta inmune muy diferentes. Ya hay estudios que apuntan a que la inflamación 
en el aloinjerto es un indicador del futuro deterioro y fallo del órgano trasplantado 16,60.  
En nuestro trabajo y siempre que ha sido posible, se han identificado en las muestras de 
tejido un extenso número de tipos celulares mediante marcadores específicos como son: 
CD68, CD3, CD4, CD8, CD20, CD138, CD56, FoxP3, pSTAT1, cMAF o IgG4. Es 
importante tener en cuenta que nuestro estudio se encuentra limitado por el número de 
muestras de tejido de las que se tiene disponibilidad. Hemos trabajado con material 
biopsiado parafinado procedente de pacientes trasplantados en nuestro hospital gracias al 
Biobanco del Sistema Sanitario Público Andaluz, que gestiona y supervisa la transacción 
de muestras humanas para la investigación, y contando con el visto bueno del Comité de 
Ética del Hospital Universitario Virgen del Rocío, que autoriza su uso para el desarrollo 
del proyecto de esta tesis doctoral. La realización de estas biopsias fue siempre indicada 
por sospecha de disfunción del injerto, no fueron en ningún caso tomadas con propósito 
de realizar este estudio de investigación y han sido procesadas, examinadas y sometidas 
a otras técnicas para la emisión del diagnóstico pertinente en el Servicio de Anatomía 
Patológica del centro. 
Para el abordaje principal de nuestro proyecto, hemos utilizado una técnica que emplea 
microscopía, análisis de imagen, principios de geometría y estadística, basada en la 
estereología. La estereología es un método morfométrico que fundamentalmente emplea 
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cálculos para interpretar bi- y tridimensionalmente datos cuantitativos de secciones planas 
de tejido. Hasta nuestro conocimiento, nuestros trabajos son las primeras aportaciones 
que existen sobre la estereología aplicada al estudio del infiltrado celular del tejido 
trasplantado. Con esta herramienta, se realizan estimaciones cuantitativas mediante un 
muestreo sistemático en la zona de tejido con interés clínico, completamente al azar y 
eliminando plenamente el sesgo del observador, por el que finalmente obtenemos un dato 
cuantitativo de número de células por superficie de tejido 61.  
La gran mayoría de trabajos que abordan esta aproximación, emplean métodos 
observacionales semicuantitativos que no son completamente objetivos ni no sesgados 
62,63 y sólo algunos trabajos recientes comienzan a emplear otras plataformas de análisis 
de imágenes digitalizadas, lo que introduce nuevas y útiles herramientas para el apoyo al 
diagnóstico 62,64. En nuestro proyecto, tras captar una súper-imagen completa de la 
biopsia, las zonas de interés clínico para la cuantificación celular son seleccionadas 
gracias a herramientas de análisis de imagen. En tejido renal se selecciona la zona de 
corteza, excluyendo médula y otras áreas no relevantes clínicamente, y en el hepático la 
zona de parénquima incluyendo las zonas portales. Las diferentes regiones de interés 
(ROI) señalan las zonas a analizar con línea punteada (Figura 13). Se cuantifica en un 
30% del ROI, porcentaje que muestra una fiabilidad estadística suficiente para obtener 
unos resultados numéricos de cuantificación de células/mm2 consistentes 61. De esta 
manera, incrementamos también la precisión para disminuir la variabilidad que en 
ocasiones ya existe entre secciones de tejido, entre bloques de biopsias, entre 
observadores 65, etc. Mediante este novedoso abordaje, hemos aportado valiosa 
información de las células que conforman los infiltrados inflamatorios presentes en 
aloinjertos renales (objetivo 1), en aloinjertos hepáticos (objetivo 2) y en tejido hepático 
en el TPH (objetivo 3).  
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Figura 13. Súper-imagen de biopsia renal (A), ROI en biopsia renal marcado en verde (B), súper-
imagen en biopsia hepática (C), ROI en biopsia hepática marcando parénquima hepático en verde 
y zonas portales en azul (D).  
 
Otros autores han descrito la presencia de algunos tipos celulares como linfocitos y 
macrófagos en biopsias de pacientes bajo un episodio de AMR 59,64, en el contexto de la 
GP del trasplante renal 57, o relacionados con una peor función futura del aloinjerto 62. 
Nosotros hemos estudiado una gran variedad de tipos celulares que componen los 
infiltrados y observamos diferencias respecto a la inflamación total en diferentes 
diagnósticos como RMA, cambios borderline, TCMR, rechazos mixtos que tienen 
participación de ambos componentes humoral y celular, así como en biopsias que no 
muestran signos histológicos de rechazo. Además hemos observado que existen 
diferentes tipos celulares que aparecen significativamente más en los infiltrados de unos 
tipos de rechazos renales que en otros. En el caso de biopsias borderline, células como 
linfocitos B, linfocitos T tanto CD4, CD8, como T reguladoras y macrófagos muestran 
diferencias estadísticamente significativas con otros diagnósticos. Es más, los altos 
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niveles de macrófagos M1 parecen ser una característica específica de esta entidad, lo que 
abre una línea aún por estudiar.  
Si comparamos la relación existente entre la i categorizada por Banff en nuestra cohorte 
de biopsias de trasplante renal bajo diferentes situaciones de rechazo con nuestra 
cuantificación exhaustiva, vemos una muy buena correlación. Incluso podríamos apuntar 
a una leve infraestimación de la inflamación que presentan algunas biopsias con criterios 
de RC y mixto según el nivel en la escala de Banff asignado (Figura 14). 
 
Figura 14. Inflamación medida en biopsias sin rechazo (SR) y en diferentes situaciones de 
rechazo: rechazo mediado por anticuerpos (AMR), rechazo crónico (RC), cambios borderline 
(BL), rechazo mediado por células T (TCMR) y rechazo mixto (RM), según la i de Banff (A) y 
según el protocolo de cuantificación empleado en nuestro estudio (B). 
 
El papel de los macrófagos ha sido estudiado por algunos autores como Magil y 
colaboradores, que han remarcado su relevancia en el rechazo del trasplante renal. Los 
macrófagos son reclutados al tejido inflamado y ejercen su papel efector en el daño tisular, 
además de actuar como células presentadoras de antígenos, y se relacionan con un peor 
pronóstico 66. Sin embargo, recientes estudios han profundizado en el papel que adquieren 
estas células en diferentes contextos.  
Los macrófagos son células cuyo papel principal lo desarrollan en la denominada 
inmunidad innata, aunque también tienen un papel relevante en la inmunidad adaptativa. 
En un modelo de ratón, se ha demostrado que células NK y macrófagos reconocen y 
rechazan células alogénicas, adquiriendo un papel más importante en la aloinmunidad de 
lo que se les atribuía 67. Nuestros resultados también sugieren que los macrófagos pueden 
tener un papel relevante en distintos tipos de rechazo y su identificación y cuantificación 
en aloinjertos renales nos permiten diferenciar distintos grupos de rechazo cuando 
A B 
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observamos tanto todos los macrófagos identificados, como poblaciones no polarizadas 
y polarizadas a M1 o M2. Entre los grupos de AMR y BL hay diferencias muy 
significativas en macrófagos M1 y entre los grupos CR y MR en macrófagos M2. Además 
de sus funciones en la inflamación, fagocitosis y presentación antigénica, los macrófagos 
también adquieren funciones diferentes como consecuencia de cambios en el entorno. 
Este tipo celular, por tanto, presenta heterogeneidad y plasticidad dependiendo del 
microambiente y adquieren diferentes fenotipos que conforman un espectro de 
polarización a dos extremos denominados M1 y M2. Los macrófagos con fenotipo M1 
están relacionados con respuestas tipo Th1 y de activación clásica con un fenotipo 
proinflamatorio, y los M2 con tipo Th2 y funciones como la homeostasis del tejido, 
reparación del daño tisular, un fenotipo tolerogénico y actividad anti-inflamatoria 68,69. 
Mosser y colaboradores apuntan incluso a un espectro de activación más amplio (Figura 
15), donde los macrófagos pueden encontrarse en una gama de activación similar a la 
gama cromática del espectro visible de luz 68. 
 
Figura 15. Representación lineal de los dos extremos de polarización en el espectro del fenotipo 
de los macrófagos, en la parte superior. Representación de los fenotipos de macrófagos empleando 
el espectro crómático como símil para interpretar el espectro de funciones que pueden adaptar los 
macrófagos, en la parte inferior. Adaptado de Exploring the full spectrum of macrophage 
activation, Nature Reviews Immunology, 2018. 
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Es por esta razón que quisimos adentrarnos en el estudio de estas subpoblaciones celulares 
en el contexto del trasplante renal. Mannon y Chadban, entre otros autores, revisaron la 
contribución de los macrófagos en la disfunción del injerto renal. Se destaca su asociación 
con peor evolución del injerto y su implicación en el daño agudo, dejando abierta la 
pregunta sobre la relevancia que pueda tener el fenotipo M2 70,71. Pero hasta nuestro 
conocimiento, no se ha abordado este enfoque aplicado al contexto del rechazo en el 
trasplante renal.  
Barros y colaboradores identificaron en tejido diferentes factores de transcripción 
relacionados con los estados polarizados de macrófagos como son el pSTAT1y el cMAF, 
que aumentan su expresión en las subpoblaciones M1 y M2, respectivamente 72. El factor 
de transcripción STAT1 se activa por diferentes señales y se fosforila desplazándose 
desde el citoplasma al núcleo de la célula para así promover la polarización a la 
subpoblación M1. El factor de transcripción cMAF participa en la cascada de señalización 
de la citoquina antiinflamatoria IL10 que polariza los macrófagos a la subpoblación M2 
73–75. Nuestra novedosa aproximación identifica las subpoblaciones de macrófagos 
polarizados a estos dos estados y no polarizados infiltrando el tejido renal del órgano 
trasplantado, mediante tinciones dobles con marcadores inmunofluorescentes, de manera 
que identificamos simultáneamente macrófagos, identificados por su expresión en 
membrana de la molécula CD68 y la expresión aumentada de los dos factores de 
transcripción descritos y localizada en el núcleo de las células CD68+. 
 
 
 
 
Figura 16. Detalle de biopsia renal de un órgano 
trasplantado teñida mediante inmunofluorescencia 
donde se identifican macrófagos con marcador 
verde (FITC) y factor de transcripción cMAF en el 
núcleo de un macrófago polarizado a M2 en rojo 
(TRITC). Identificación de núcleos celulares en 
azul mediante DAPI.  
 
La polarización de los macrófagos es un tema de absoluta actualidad y todavía no se ha 
dilucidado de manera precisa si estas subpoblaciones contribuyen a la disfunción del 
injerto actuando como mecanismo efector de la respuesta de rechazo y contribuyendo al 
deterioro de la arquitectura tisular, o bien actúan como reparadores del daño tisular, 
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contribuyendo a la homeostasis del tejido dañado. Hemos observado que la inflamación 
en el RM es más abundante que en otras situaciones de rechazo. La presencia de 
macrófagos en términos de células/mm2 en esta entidad es también la más abundante, 
junto con biopsias con TCMR. En RM observamos una gran cantidad de macrófagos en 
estado no polarizado, donde no se identifican ninguno de los factores de transcripción 
estudiados, pero también una cantidad de macrófagos polarizados a M2 lo que podría 
significar que en una situación de rechazo con participación de ambos componentes 
celular y humoral, existe una señalización que lleva a algunos macrófagos a adquirir 
fenotipo relacionado con la homeostasis y reparación del daño tisular que se está 
produciendo.  
En el AMR se han descrito recientemente nuevas vías en el reconocimiento del tejido 
alógeno mediado por anticuerpos donde las células NK tienen un papel crucial 25. Los 
linfocitos NK reconocen a los anticuerpos por su fracción constante. A su vez, estos 
anticuerpos específicos han reconocido epítopos extraños en las células endoteliales del 
aloinjerto, células que además carecen del HLA de clase I propio al proceder del donante. 
Todo ello provoca una cascada de señalización que culmina con un ataque específico a la 
célula reconocida mediante la activación de la célula NK 26. En nuestra serie, las células 
NK no parecen tener un papel especialmente relevante, estando muy poco representadas 
en los infiltrados celulares de las biopsias de injertos renales en los diferentes tipos de 
rechazo estudiados y aparecen a niveles sin diferencias estadísticamente significativas 
con el grupo control. La cuantificación de estas células en las biopsias con ARM y RM, 
donde recordamos que subyace un componente humoral además de celular, muestra una 
leve tendencia a ser mayor que en los otros grupos estudiados. Sin embargo, el análisis 
de componentes principales (PCA) realizado incluyendo todos los grupos diagnóstico y 
todas las cuantificaciones de los diferentes tipos celulares, arroja resultados muy 
interesantes en el mismo sentido que las publicaciones previas indicando la existencia de 
una gran similitud entre RMA y células NK o dicho de otro modo, las células NK tienen 
un papel mucho más relevante en el RMA que en cualquier otro tipo de los rechazos 
estudiados (Publicación 1). 
Respecto al análisis del infiltrado inflamatorio en el trasplante hepático, nuestro estudio 
se ha centrado en un rechazo mediado por células plasmáticas, anteriormente conocido 
como HIdn. Como hemos comentado en la introducción, se trata de una entidad en la que 
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se identifican características del rechazo mediado por anticuerpos de manera consensuada 
por la comunidad científica, en la que es cierto que se presentan características 
histológicas similares a fenómenos autoinmunes como las encontradas en la hepatitis 
autoinmune 42,46 y es por ello que su denominación ha seguido diferentes corrientes, como 
se ha explicado. Bajo nuestro punto de vista, la más acertada es la sugerida por el grupo 
de expertos de Banff  “rechazo rico en células plasmáticas”, por resaltar el principal 
hallazgo histológico de infiltrados portales ricos en células plasmáticas, si bien es cierto 
que aceptamos que la HIdn ha sido la terminología más usada históricamente.  
Los resultados publicados que conforman las Publicaciones 2 y 3 de esta tesis doctoral, 
apoyan firmemente la idea de que lo que subyace es un rechazo, como incluye Banff en 
su última actualización de criterios diagnóstico en trasplante hepático de 2016 41,76,77 y no 
un evento autoinmune, con el que los clínicos siempre han tenido sus reservas debido 
principalmente que la afectación original que condujo a la pérdida del hígado de los 
pacientes no se debía a procesos autoinmunes y a que el órgano diana de la respuesta 
inmune es un aloinjerto y no es un órgano propio. En este mismo sentido, se ha observado 
el desarrollo de HIdn en trasplante parcial de hígado de donante vivo sólo en la fracción 
procedente del donante 48. 
Además, publicaciones previas de nuestro grupo han supuesto aportaciones relevantes en 
favor de una respuesta mediada por anticuerpos específicos de donante no-HLA, 
incluyendo la identificación por primera vez de la presencia de depósitos de C4d en las 
áreas portales de biopsias de estos pacientes diagnosticados de HIdn y sin estar 
relacionados con la presencia de anticuerpos donante específicos HLA 9. 
Nuestro grupo ha demostrado también en los últimos años que la producción de 
anticuerpos específicos anti-GSTT1 sólo ocurre bajo la situación de incompatibilidad 
genética entre donante positivo para esta proteína y receptor nulo. En el resto de 
combinaciones genéticas posibles no se han encontrado dichos anticuerpos: en donante 
positivo y receptor positivo, en donante nulo y receptor nulo, y en donante nulo y receptor 
positivo.  
Cabe comentar que no en todos los casos de pacientes receptores nulos con trasplante de 
donante positivo para la GSTT1 se desarrolla la respuesta inmune, si bien podemos 
afirmar que se trata de una proteína que presenta una alta inmunogenicidad.  
 109 
En la biopsia hepática, poco se ha estudiado acerca de la composición de los infiltrados 
inflamatorios portales. Fiel y colaboradores emplearon un sistema semicuantitativo para 
determinar el ratio de células plasmáticas con respecto al resto de células presentes en el 
infiltrado portal y encontraron el resultado más alto en biopsias del momento del 
diagnóstico de la HIdn, así como una disminución en biopsias posteriores de seguimiento 
51. Los resultados de nuestro estudio apuntan a un perfil característico de la HIdn, donde 
se observa un predominio de linfocitos T (de media un 36,6% de la composición total del 
infiltrado inflamatorio portal), seguido de células plasmáticas (28,8%), siendo un 17% de 
ellas IgG4+, macrófagos (19,7%) y linfocitos B (14,9%). Como se puede apreciar, el 
componente humoral en términos de presencia de linfocitos B y células plasmáticas en 
los infiltrados portales constituye el bloque mayoritario en estas biopsias con diagnóstico 
de HIdn 76.  
En el caso del estudio de biopsias de seguimiento, realizadas unos meses después del 
diagnóstico de la HIdn y tras el tratamiento del paciente con esteroides, se puede observar 
una reducción importante tanto en el número absoluto como relativo de células 
plasmáticas en los infiltrados portales, así como en la presencia de linfocitos B, lo que 
demuestra la efectividad del tratamiento frente al rechazo 76.  
Todos estos resultados ayudan a dilucidar los mecanismos patogénicos que subyacen a 
este tipo de rechazo. Como hemos comentado en la introducción, durante la cirugía del 
trasplante, antígenos intracelulares como la GSTT1 pueden ser liberados y quedar 
expuestos a un posible reconocimiento por parte de las células B, lo que inicia la respuesta 
de rechazo explicada. Además, existe una presentación indirecta de la proteína por parte 
de las APC del receptor 5.  
Por otro lado, todavía quedan preguntas relevantes por resolver acerca de la HIdn. Una 
de las más intrigantes es por qué algunos pacientes bajo la situación de incompatibilidad 
en GSTT1, recibiendo el trasplante de hígado de un donante con genotipo positivo, no 
desarrollan la respuesta B específica y no sintetizan anticuerpos específicos anti-GSTT1. 
Otra circunstancia enormemente interesante que hemos podido abordar en este proyecto 
de investigación se trata de la primera descripción existente de una paciente que tras 
someterse a un TPH sufrió una HIdn sin tener historia previa de enfermedad hepática. 
Desde el punto de vista inmunológico, este hallazgo tiene unas implicaciones de suma 
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relevancia ya que demuestra que se puede producir una respuesta inmune mediada por la 
incompatibilidad en GSTT1 idéntica a la que ocurre en el trasplante de órganos sólidos.  
Se debe realizar un diagnóstico diferencial entre una EICH hepática y la HIdn mediante 
los hallazgos histopatológicos en la biopsia. En el caso de nuestra paciente de estudio, las 
características eran muy similares a las que se identifican en una biopsia de un paciente 
trasplantado hepático y no se hallaron alteraciones en los conductos biliares, propios de 
EICH 14.  
Debemos resaltar que existen diferentes eventos que pueden sensibilizar a un paciente 
con genotipo GSTT1 nulo en una situación previa al trasplante y que pueden 
desencadenar la síntesis de anticuerpos específicos anti-GSTT1. Estos eventos 
sensibilizantes pueden ser una transfusión sanguínea de un donante GSTT1+ y un 
embarazo en una paciente gestante de un feto GSTT1+. Esta segunda situación es la que 
concurre en el caso de la Publicación 3 de esta tesis doctoral. Una paciente sufre mieloma 
múltiple IgG-kappa y tras un fracasado trasplante autólogo recibe un TPH alogénico de 
una hermana HLA idéntica con éxito (engrafment) al día +14. Desafortunadamente, la 
hermana donante resultó ser genotipo nulo y la paciente receptora genotipo positivo para 
la GSTT1. La donante había sufrido eventos de sensibilización previa, como hemos 
comentado, muy probablemente debido a embarazos. Tras realizarse el TPH, en torno al 
día +160, se desencadena una respuesta de daño hepático típicamente característica de la 
HIdn, con signos de hepatitis lobulillar, inflamación portal, marcados signos de colestasis 
y disposición rosetoide de algunos hepatocitos, todo ello acompañado de 
hipergammaglobulinemia, una determinación en suero en ese mismo momento de 
anticuerpos específicos anti-GSTT1 altos (1/320), siendo otros tipos como ANA, AMA, 
SMA o LKM negativos, así como la elevación de enzimas hepáticas como AST y ALT. 
Tras estos eventos y hallazgos, la paciente fue sometida a tratamiento con corticosteroides 
con buena respuesta y disminución significativa de transaminasas e IgG.  
Basándonos en estudios previos de nuestro grupo en cohortes de pacientes trasplantados 
de progenitores hematopoyéticos, sabemos que la incompatibilidad en GSTT1 donante 
nulo/receptor positivo aumenta la posibilidad de desarrollar EICH hepática tanto aguda 
como crónica y que la presencia de anticuerpos anti-GSTT1 está asociada con EICH 
aguda 13. Sin embargo, en la Publicación 3 de esta tesis doctoral, describimos por primera 
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vez el desarrollo de HIdn, indistinguible de la encontrada en el trasplante hepático, a pesar 
de las notables diferencias existentes entre TPH y trasplante de órgano sólido.  
Este hallazgo tan relevante nos lleva a pensar que algunos de los casos con diagnóstico 
de EICH hepática podrían en realidad tratarse de HIdn. Sobre todo teniendo en cuenta 
que, como ocurre en nuestro hospital, a estos pacientes no se les suele realizar una biopsia 
hepática que pudiera revelar realmente los hallazgos histológicos característicos de una u 
otra entidad. Además, la mayoría de los casos de diagnóstico de EICH se elaboran en base 
a alteraciones de la función hepática apoyándose en la observación de otros tipos de EICH 
más fácilmente identificables, como la cutánea. Ésto tiene serias implicaciones en la 
evolución de los pacientes afectados, dado que los tratamientos difieren 
considerablemente y una terapia no adecuada puede conducir directamente a la pérdida 
del hígado o muerte del paciente.  
La combinación de los hallazgos anatomopatológicos, la presencia o no de anticuerpos 
específicos de donante en suero del receptor, la evolución clínica del paciente y un estudio 
exhaustivo y novedoso de la presencia de numerosos tipos celulares en el tejido biopsiado 
de los pacientes trasplantados, aporta datos cruciales que ayudan a dilucidar el tipo de 
respuesta inmune que pueda estar ocurriendo en un momento determinado y los posibles 
mecanismos efectores que van a producir el daño al órgano trasplantado. 
La cuantificación y la identificación del tipo de células que componen los infiltrados 
inflamatorios presentes en las muestras de tejido biopsiado bajo diferentes situaciones de 
rechazo en el trasplante, no sólo facilita la comparación entre los diferentes procesos 
inmunes sino que resulta muy útil en el seguimiento de la progresión del episodio y la 
respuesta al tratamiento en siguientes biopsias de seguimiento. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
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1. Se ha desarrollado una técnica de cuantificación celular mediante microscopía y 
análisis de imagen, que ha permitido un abordaje novedoso en el estudio de los 
infiltrados inflamatorios en biopsias de pacientes trasplantados, y cuya aplicación 
parece ser relevante en el apoyo al diagnóstico de rechazo. 
2. Se han identificado y cuantificado las células presentes en los infiltrados 
inflamatorios en las categorías diagnósticas definidas según los criterios de Banff 
en trasplante renal. Ello ha permitido describir que el número total de células por 
área de tejido es mucho mayor en los casos de rechazo mixto y borderline, que en 
los de rechazo crónico y rechazo mediado por anticuerpos.  
3. El número total de macrófagos que aparecen infiltrando el tejido renal del órgano 
trasplantado es mayor en biopsias con rechazos correspondiente a las categorías 
borderline, rechazo mediado por células T y rechazo mixto que en biopsias con 
rechazo mediado por anticuerpos, con rechazo crónico o aquellas que no muestran 
signos histológicos de rechazo.  
4. La polarización de macrófagos a M1 y M2 aparece como una característica 
relevante en la categoría de cambios borderline y de rechazo mixto en aloinjertos 
renales. Sin embargo, no podemos extraer conclusiones con respecto a la 
proporción en la que se encuentran las dos subpoblaciones de macrófagos en los 
diferentes tipos de rechazos. 
5. La infiltración celular en los casos de rechazo mixto en el trasplante renal es 
altamente heterogénea y no presenta un perfil celular característico, lo que 
probablemente se deba a que existen diferentes vías de rechazo inmunitario 
actuando simultáneamente. 
6. En la hepatitis inmune de novo en el trasplante hepático, se ha identificado un 
perfil celular característico de los infiltrados inflamatorios portales, en el que 
destaca la presencia de linfocitos B y células plasmáticas. Estas evidencias han 
contribuido sustancialmente a que esta patología post-trasplante se conozca ahora 
con el nombre de “rechazo rico en células plasmáticas”. 
7. El perfil celular del rechazo rico en células plasmáticas en el trasplante hepático 
es perfectamente distinguible del perfil que hemos descrito para el rechazo 
crónico ductopénico, siendo la principal diferencia la gran proporción de células 
plasmáticas y de linfocitos B presentes en el primero. 
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8. Hemos descrito por primera vez el caso de una paciente receptora de un trasplante 
de progenitores hematopoyéticos que ha desarrollado un cuadro similar al del 
rechazo rico en células plasmáticas, con un perfil celular que coincide con el 
descrito en el trasplante de hígado, lo que puede abrir una línea de trabajo sobre 
las bases patológicas de la enfermedad de injerto contra huésped hepática. 
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Material suplementario de la Publicación 1 
1. “Cellular profiles of Banff kidney allograft rejection types through computer-
assisted analysis of the inflammatory infiltrates” 
(Manuscrito en preparación para Kidney International). 
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Supplemetary Figure S1. 
Banff scores of all biopsies studies. Number of patients is specified in every group. g, 
glomerulitis; cg, allograft glomerulopathy; mm, mesangial matrix increase; cv, vascular 
fibrous intimal thickening; ct, tubular atrophy; ci, interstitial fibrosis; t, tubulitis; i, interstitial 
inflammation; C4d; v, intimal arteritis; ptc, peritubular capillaritis; ah, arteriolar hyaline 
thickening; IFTA, interstitial fibrosis and tubular atrophy. Scores are 0, 1, 2, and 3. IFTA 
and glomerular percentage are represented in %. 
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Supplemetary Table S1. 
Antibodies used for immunohistochemistry and immunofluorescence techniques. 
Dilutions and conditions of the experiments are indicanted. RTU: ready to use; RT: room 
temperature; o/n: overnight. 
 
Target Supplier Reference 
Host 
specie 
Clone Dilution 
Incubation 
time 
Incubation 
temperature 
Anti-CD20 Dako N1502 rabbit polyclonal RTU 1h RT 
Anti-CD138 Dako M7228 mouse MI15 1:80 o/n 4°C 
Anti-CD4 Abcam ab846 mouse IF6 1:4 o/n 4°C 
Anti-CD8 Abcam ab93278 rabbit EP1150Y 1:500 2h RT 
Anti-CD56 Monosan MON9006-1 mouse 123C3 1:20 o/n 4°C 
Anti-FOXP3 Abcam ab20034 mouse 236A/E7 1:50 2h RT 
Anti-CD68 
Santa Cruz 
Biotechnology 
sc-70761 mouse 3F103 RTU 1h RT 
Anti-pSTAT1 
Santa Cruz 
Biotechnology 
sc-135648 rabbit polyclonal 1:20 1h RT 
Anti-cMAF 
Santa Cruz 
Biotechnology 
sc-7866 rabbit polyclonal 1:40 1h RT 
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Material suplementario de la Publicación 2 
2. “Identification of the cellular components involved in de novo immune hepatitis: 
a quantitative immunohistochemical analysis” 
Journal of Translational Medicine 2018; 16(1):62 
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Additional file 1: Figure S1. 
Immunostaining of sequential slides of liver tissue of patient 3 B1. 
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Additional file 2: Figure S2. 
Representative images of dnIH diagnostic biopsies immunostained for CD3+ T 
lymphocytes. These cells are very abundant in the portal regions but are also disseminated 
in the capillary sinusoids of the entire tissue. All biopsies are shown at x200 magnification 
with the exception of patient 6, at x100 magnification. 
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Additional file 3: Figure S3. 
Representative images of dnIH diagnostic biopsies stained for CD20+ B cells. Biopsies 
from patients (Pat) 2, 6 and 7 are shown at x400 and Pat 3, 5 and 9 at x200 magnification.  
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Additional file 4: Figure S4. 
Representative images of dnIH diagnostic biopsies stained for CD68+ macrophages. In 
some patients an accumulation of macrophages is observed in the portal areas, but in 
general they are in the capillary sinusoids distributed throughout the entire tissue. All 
biopsies are shown at x200 magnification. 
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Additional file 5: Figure S5. 
Representative images of dnIH diagnostic biopsies stained for IgG4 plasma cells. All 
biopsies are shown at x400, with the exception of patient 9, at x200 magnification. 
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Anexo 2 
Comunicaciones a congresos  
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1. 31st European Immunogenetics and Histocompatibility Conference 
“Simultaneous liver-kidney transplant followed by chronic ductopenic rejection of the 
liver and antibody-mediated rejection of the kidney in the context of donor+/recipient- 
GSTT1 mismatch” 
Isabel Aguilera, Elena Aguado Domínguez, Cristina Abad Molina, José Manuel Sousa 
Martín, Miguel Ángel Gómez Bravo, Miguel Ángel Gentil Govantes y Antonio Núñez 
Roldán. 
Celebrado en Mannheim, Heidelberg, Alemania, del 30 de mayo al 2 de junio de 2017. 
2. 2017 Banff-SCT Joint Scientific Meeting, Banff Foundation for Allograft 
Pathology y Sociedad Catalana de Trasplantes 
“An Accurate Method for Cell Quantification Infiltrates in Plasma Cell-Rich Rejection 
Liver Transplant Biopsies” 
Elena Aguado Domínguez, Lourdes Gómez, José Manuel Sousa Martín, Miguel Ángel 
Gómez Bravo, Antonio Núñez Roldán e Isabel Aguilera García. 
Celebrado en Barcelona, España, del 27 al 31 de marzo de 2017. 
3. Spanish-Portuguese Meeting for Advanced Optical Microscopy 
“Stereological assessment of immune cells infiltration in kidney transplant biopsies”  
Elena Aguado Domínguez, Konstantin Levitsky, Isabel Aguilera García y Antonio Núñez 
Roldán. 
Celebrado en Bilbao, España, del 5 al 8 de octubre de 2016. 
4. 30th European Immunogenetics and Histocompatibility Conference 
“Immune cells infiltration in kidney transplant biopsies” 
Elena Aguado Domínguez, Rocío Cabrera Pérez, Alejandro Suárez Benjumea, Cristina 
Abad Molina, Miguel Ángel Gentil Govantes, Isabel Aguilera García y Antonio Núñez 
Roldán. 
Celebrado en Kos, Grecia, del 11 al 14 de mayo de 2016. 
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5. IV Congreso Nacional de la Sociedad Española de Trasplantes. 
“Relevancia de la infiltración de células del sistema inmune en tejido renal del órgano 
trasplantado” 
Elena Aguado Domínguez, Rocío Cabrera Pérez, Alejandro Suárez Benjumea, Cristina 
Abad Molina, Miguel Ángel Gentil Govantes, Isabel Aguilera García y Antonio Núñez 
Roldán. 
Celebrado en Santander, España, del 6 al 8 de mayo de 2016. 
6. III Congreso Nacional de la Sociedad Española de Trasplantes.  
“Study of possible markers of cardiac allograft vasculopathy in early heart transplant 
biopsies” 
Elena Aguado Domínguez, José Manuel Sobrino Márquez, Ernesto Lage Galle, Antonio 
Núñez Roldán e Isabel Aguilera. 
Celebrado en Valencia, España, del 8 al 10 de junio de 2014. 
7. 38 Congreso Nacional de Inmunología, de la Sociedad Española de Inmunología.  
“Study of possible markers of cardiac allograft vasculopathy in early heart transplant 
biopsies” 
Elena Aguado Domínguez, José Manuel Sobrino Márquez, Ernesto Lage Galle, Antonio 
Núñez Roldán e Isabel Aguilera. 
Celebrado en Badajoz, España, del 8 al 10 de mayo de 2014. 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviaturas 
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AMR: rechazo mediado por anticuerpos, del inglés Antibody-Mediated Rejection 
APC: célula presentadora de antígeno, del inglés antigen presenting cell 
cMAF: factor de transcripción MAF con dominio de cremallera de leucina 
DSA: anticuerpos donante específicos, del inglés donor-specific antibodies 
FITC: fluorocromo isotiocianato de fluoresceína, con pico de emisión en 488 nm 
GP: glomerulopatía 
GSTT1: Glutatión S-transferasa T1 
HIdn: Hepatitis Inmune de novo 
HLA: complejo mayor de histocompatibilidad humano, del inglés Human Lukocyte 
Antigen 
IF: inmunofluorescencia 
IFTA: fibrosis intersticial y atrofia tubular, del inglés interstitial fibrosis and tubular 
atrophy 
Ig: inmunoglobulina 
IHQ: inmunohistoquímica 
IL: interleucina 
kDa: kilodalton 
MAT: microangiopatía trombótica 
Mb: megabases 
ME: muerte encefálica 
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad, del inglés Mayor Histocompatibility 
Complex 
mm: milímetro 
NK: célula Natural Killer 
nm: nanómetro 
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ONT: Organización Nacional de Trasplantes 
PAS: tinción de ácido periódico de Schiff, del inglés Periodic Acid-Schiff 
PCA: análisis de componentes principales, del inglés Principal Component Analysis 
pSTAT1: factor de transcripción STAT1, del inglés signal transducers and activators of 
transcription 1, fosforilado 
RD: Real Decreto 
ROI: región de interés, del inglés Region Of Interest 
SNC: Sistema Nervioso Central 
SNP: polimorfismo de un único nucleótico o Single Nucleotide Polymorphism 
TCMR: rechazo mediado por células T, del inglés T Cell-Mediated Rejection 
TCR: receptor de linfocito T, del inglés T-Cell Receptor 
TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos 
TRITC: fluorocromo tetrametilrodamina, con pico de emisión en 568 nm
  
 
